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AVANT-PROPOS 

J’ai préparé mon Diplôme de l’EPHE mention Sciences de la vie et de la terre à l’Institut Imagine 

de l’hôpital Necker (Paris) dans le laboratoire des maladies génétiques rénales héréditaires dirigé par 

le Pr Corinne Antignac. Le laboratoire travaille sur l’identification de gènes responsables de maladies 

rénales héréditaires rares dont le syndrome néphrotique (SN) héréditaire, et en particulier le syndrome 

de Galloway-Mowat (GAMOS). Le SN, quel qu’en soit la cause, est caractérisé par une protéinurie 

(perte de protéines dans les urines), une diminution du niveau d’albumine ainsi qu’une augmentation 

des lipides dans le sang. Il est dû à une anomalie de la barrière de filtration du glomérule rénal, la 

plupart du temps à une anomalie structurale de son composant majeur, le podocyte. Le podocyte est 

une cellule épithéliale spécialisée qui a une forme particulière car elle possède des prolongements 

cytoplasmiques appelés pédicelles qui entourent les capillaires sanguins. Chez les patients atteints de 

SN, un effacement des pédicelles est constamment observé en microscopie électronique. Dans le 

GAMOS, le SN est associé à une microcéphalie et à des anomalies du système nerveux central 

(Galloway and Mowat, 1968). Il n’existe à ce jour aucun traitement, mis à part la dialyse et la 

transplantation rénale. 
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I. La barrière de filtration glomérulaire 

A. Introduction 

1. Rein : Fonction et organisation 
 

Les êtres humains possèdent deux reins situés dans le bas du dos. Le rein fait partie de 

l’appareil urinaire et il a plusieurs fonctions très importantes pour l’organisme. Sa fonction principale 

est l’élimination des déchets toxiques produits par l’organisme et transportés par le sang (urée, 

créatinine, acide urique), en évacuant ces déchets par l’urine qui est issue de la filtration du plasma 

sanguin. Le rein permet également d’avoir une quantité constante de minéraux comme le sodium et 

le potassium et maintient l’équilibre hydrique de l’organisme. Enfin, le rein produit des hormones 

comme la rénine, indispensable à la régulation de la pression artérielle, des enzymes et des vitamines 

(vitamine D). Le rein est composé d’une zone corticale en périphérie et d’une zone centrale, la 

médullaire. La zone corticale contient les unités structurelles et fonctionnelles du rein, les néphrons. 

La zone médullaire comporte des formations coniques appelées pyramides de Malpighi qui sont 

composées de tubes collecteurs. Le sommet des pyramides de Malpighi est coiffé par un calice rénal 

qui recueille l’urine et qui s’ouvre dans le bassinet, ce dernier permettant d’acheminer l’urine jusque 

dans l’uretère, puis vers la vessie (Figure 1).  

 

Figure n°1 : Représentation schématique d’une coupe longitudinale de rein. 
Schéma d’après site web https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-rein-4339/). 
 
 
 
 
 

 

https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-rein-4339/
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2. Le néphron : unité fonctionnelle du rein 
 

Chaque rein possède un million de néphrons et chaque néphron est constitué d’un glomérule, 

dans lequel le sang est acheminé par l’artériole afférente dans un peloton d’anses capillaires 

glomérulaires afin d’y être filtré à travers la barrière de filtration glomérulaire (BFG) pour former l’urine 

primitive. Ensuite, les tubules rénaux (tubes proximaux, Anse de Henlé, tubes distaux et canal 

collecteur) régulent la composition de l’urine par des mécanismes de réabsorption et de sécrétion 

(Figures 2 et Figure 3).  

 

Figure n°2 : Représentation schématique d’un néphron.  
Schéma d’après le site web http://Jil.com, Servier Medical Art. 

Les néphrons filtrent quotidiennement environ 180 litres de plasma et ne rejettent que 1,5 à 

2 litres d’urine. Cette filtration s’effectue grâce à un équilibre entre les pressions hydrostatiques au 

niveau des capillaires glomérulaires et de la capsule de Bowman. La pression hydrostatique 

glomérulaire va ainsi permettre au liquide plasmatique et à la plupart des petites molécules de 

traverser la BFG, mais la taille des pores et les charges négatives de la BFG vont représenter un obstacle 

efficace au passage des éléments figurés du sang (globules, plaquettes) et des protéines plasmatiques 

de plus grande taille. À l'inverse, la pression oncotique et la pression hydrostatique de la capsule de 

Bowman vont retenir le liquide plasmatique empêchant ainsi une filtration totale. L’urine primitive (ou 

ultrafiltrat) résultant de cette filtration a une composition proche de celle du plasma sanguin, à 

l’exception de son très faible pourcentage de protéines plasmatiques. La fuite urinaire de protéines de 

haut poids moléculaire telles que l’albumine, observée au cours des syndromes néphrotiques est le 

reflet d’une dysfonction de la perméabilité sélective de la BFG (Haraldsson, Nystrom et al. 2008).  

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Pression_oncotique
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La BFG est constituée de trois couches qui sont, dans l’ordre de la filtration glomérulaire : les 

cellules endothéliales fenestrées, la membrane basale glomérulaire (MBG) et enfin les podocytes. Au 

sein du glomérule, les capillaires glomérulaires sont soutenus par les cellules mésangiales. L’ensemble 

de ces structures constitue le floculus glomérulaire qui est entouré par la capsule de Bowman, elle-

même bordée sur son versant interne par les cellules épithéliales pariétales (Figure 3A). Les podocytes 

sont des cellules épithéliales hautement différenciées dont les pieds primaires se ramifient en 

pédicelles et sont reliés entre eux par une jonction intercellulaire unique appelée le diaphragme de 

fente (Rodewald R & Karnovsky M. J Cell Biol, 1974) (Figure 3B).  

 
 

Figure n°3 : Représentation schématique d’un glomérule d’après Machuca et al., 2009. A.  
(A) Le floculus, contenu dans la capsule de Bowman, est constitué des anses capillaires, de la membrane basale glomérulaire, 

des podocytes et des cellules mésangiales. (B) Détail de la BFG qui est constituée de trois couches : l’endothélium fenestré 

(E), la membrane basale glomérulaire (MBG) et les pédicelles des podocytes (P) reliés par le diaphragme de fente (DF). 

 

3. Les différents constituants du glomérule 
 

a) L’endothélium fenestré 

 
Les anses capillaires glomérulaires sont tapissées par un endothélium fenestré qui met en 

contact le plasma avec la MBG. Cet endothélium possède des larges pores de 50 à 100 nm de diamètre 

qui permettent le passage de substances comme l'eau, le sodium, l'urée, le glucose et les petites 

protéines. Les cellules endothéliales sont recouvertes d’une couche superficielle gélatineuse appelée 

A BA B
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glycocalyx composée de protéoglycanes et de sialoprotéines qui jouent un rôle important dans la 

régulation des propriétés de filtration du glomérule (Jeansson and Haraldsson 2003; Singh, Satchell et 

al. 2007, Salmon, Neal et al. 2009). 

b) La membrane basale glomérulaire 

 
La MBG est une membrane basale très particulière car elle est située entre deux types 

cellulaires : les cellules endothéliales sur son versant interne et les podocytes sur son versant externe 

(Figure 3 et Figure 4). Elle est deux fois plus épaisse que les membranes basales existant dans d’autres 

tissus car elle est issue de la fusion, au cours du développement du glomérule, des membranes basales 

des cellules endothéliales et des podocytes. Elle est composée de trois couches distinctes visibles en 

microscopie électronique : une zone centrale dense aux électrons appelée lamina densa avec de part 

et d’autre deux zones minces plus claires appelées lamina rara interna du côté de l’endothélium, et 

lamina rara externa en contact avec les podocytes (Figure 4). La MBG mature est composée 

d’isoformes spécifiques des protéines fondamentales des membranes basales: la laminine 11 (α5β21), 

le perlécan (protéoglycane à héparane sulfate), le collagène de type IV, le nidogène et l’agrine 

(Paulsson 1992).  

 

Figure n°4 : Les différents composants de la barrière de filtration glomérulaire vus en microscopie électronique à 

transmission (Pavenstädt H et al. 2003). 

Les cellules endothéliales fenestrées (EF) et les pédicelles des podocytes (P) sont séparés par la membrane basale 

glomérulaire (GBM) composée de la lamina densa (LD), la lamina rara interna (LDI) et la lamina rara externa (LDE). Les 

pédicelles sont reliés entre eux à leur base par le diaphragme de fente (SD). 

 

c) Les cellules mésangiales 

 
Les cellules mésangiales sont les cellules de soutien du glomérule assurant la stabilité du 

floculus glomérulaire et communiquant avec les podocytes. Insérées entre les capillaires glomérulaires, 

elles peuvent être en contact direct avec les cellules endothéliales (Kriz, Elger et al. 1990). Elles sont 

P 
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également liées à la MBG, du côté opposé des podocytes et sont en continuité avec le mésangium 

extra-glomérulaire situé entre les artérioles afférentes et efférentes (Figure 3). Elles synthétisent la 

matrice mésangiale qui est constituée de collagène de type IV (chaînes 1 et 2) et V, de laminines, 

de fibronectine, de protéoglycanes à chaînes héparane sulfate, de chondroitine sulfate, et de nidogène 

(Schlondorff and Banas 2009). Les cellules mésangiales ont aussi des propriétés contractiles leur 

permettant de jouer un rôle dans la régulation de la pression hydrostatique glomérulaire, dans la 

proportion de surface de filtration disponible et le débit de filtration glomérulaire (Stockand and 

Sansom 1998).  

d) Les podocytes 

 
Le podocyte est une cellule hautement différenciée en forme de pieuvre qui ne prolifère pas 

en situation physiologique. Le podocyte a un corps cellulaire principal d’où partent des prolongements 

cytoplasmiques ramifiés qui entourent les capillaires. Ces prolongements ou « pieds » primaires 

donnent naissance à de fins prolongements secondaires, appelés pédicelles ou pieds des podocytes. 

Les pédicelles de podocytes adjacents sont étroitement entremêlés recouvrant largement les anses 

capillaires (Figure 5). Au niveau de la membrane basale du podocyte, les espaces entre les pédicelles 

ou fentes de filtration sont comblés par une mince structure membranaire appelée diaphragme de 

fente (DF) (Figure 4). Le podocyte est une cellule polarisée avec un grand domaine apico-latéral qui 

représente plus de 90 % de sa surface cellulaire et qui fait face à l’espace urinaire, et un petit domaine 

membranaire basal attaché sur le versant externe de la MBG. Cette cellule et un grand nombre des 

protéines spécifiques qu’elle exprime sont extrêmement conservées chez les vertébrés. Des cellules 

comparables aux podocytes, les néphrocytes, ont également été identifiées chez la drosophile (Zhang, 

Zhao et al. 2013) soulignant le rôle fonctionnel crucial des podocytes (cf infra). 

 

Figure n°5 : Architecture des podocytes dans un glomérule de rat vue par microscopie électronique à balayage 
(Quaggin and Kreidberg 2008).  
Les pieds primaires (P) des podocytes se ramifient en pédicelles (FP) s’enroulant autour des anses capillaires glomérulaires. 
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B. Le podocyte, cellule clé de la barrière de filtration  

glomérulaire 
 

1. Les différents domaines membranaires du podocyte 
 

La membrane plasmique des pédicelles du podocytes est divisée en trois domaines connectés 

au cytosquelette d’actine: un large domaine apical, une partie basale connectant les pédicelles à la 

membrane basale glomérulaire et le diaphragme de fente reliant les pédicelles adjacents (Kerjaschki 

et al., 2001) (Figure 6). Tous ces domaines assurent chacun une fonction propre relayée par le 

cytosquelette d’actine qui fait fonction d’organisateur central. Des anomalies de structure dans l’un 

de ces domaines conduisent donc à une réorganisation active du cytosquelette d’actine, à l’effacement 

des pédicelles avec perte de leurs interdigitations et disparition du DF (Kerjaschki et al., 2001). 

 

Figure n°6 : Les différents domaines de la membrane des pédicelles (d’après Kerjaschki et al., 2001). 
La partie basale des pédicelles (rouge) permet leur ancrage à la lamina rara externa (LRE pour lamina rara externa ) de la 
membrane basale glomérulaire. Le diaphragme de fente (DF ou « SD pour slit diaphragm », en bleu) permet l’attachement 
avec les pédicelles voisins. Le large domaine apical (vert) fait face à la chambre urinaire. L’abréviation LD est pour lamina 
densa. 

a)  La diaphragme de fente 

 
Entre les pédicelles de deux podocytes adjacents, il y a une fente étroite qui a une largeur 

constante de 40 nm. Cette fente contient une membrane ultramince appelée diaphragme de fente (DF 

ou SD pour « slit diaphragm »). Dès 1974, un modèle de structure du DF en une sorte de « fermeture 

éclair » a été proposé par Rodewald R. et Karnovsky MJ (Rodewald and Karnovsky, 1974) (Figure 7). 

Dans ce modèle, le DF est un réseau de protéines tridimensionnel avec une structure extrêmement 

ordonnée et périodique où des ponts forment une fermeture éclair. Ce complexe protéique, dont les 

pores ont une largeur correspondant à la taille de l’albumine, est dynamique et constitue une barrière 

physique directe au passage des macromolécules. 
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Figure n°7 : Le diaphragme de fente.  

(A) Diaphragme de fente d’un glomérule de rat, la ligne centrale de la jonction et les filaments croisés sont visibles. (B) 

Représentation schématique d’un diaphragme de fente. La dimension moyenne de la section d’un pore entre les jonctions 

est indiquée dans le rectangle. (A) et (B) d’après Rodewald, 1974. 

 

Ce DF est composé de protéines transmembranaires dont le constituant principal est la 

néphrine, un récepteur de la superfamille des immunoglobulines (Kestilä et al., 1998), qui forme des 

homodimères sur lesquels s’agencent d’autres molécules comme NEPH1 (« Nephrin-like protein 1»), 

la cadhérine FAT1 (« Protocadherin Fat1 ») et la P-cadhérine (Figure 8). Ces homodimères de protéines 

transmembranaires interagissent avec des protéines cytoplasmiques ou membranaires telles que la 

podocine, CD2AP (« CD2 associated protein ») ou encore l’α-actinine 4 qui stabilisent l’ancrage du DF 

au cytosquelette du podocyte. La plupart de ces protéines sont essentielles au maintien du DF et de la 

BFG puisque des mutations ou l’inactivation des gènes codant ces protéines sont responsables d’une 

protéinurie voire d’un syndrome néphrotique (cf infra). Le DF a un rôle structural, similaire aux 

jonctions adhérentes et il est connecté au réseau d’actine (Reiser et al., 2000). Il a également un rôle 

de plateforme de signalisation, captant les signaux extra-cellulaires et les communiquant en continu 

au cytosquelette, conférant ainsi au podocyte une formidable plasticité (Kawashi H, 2020).  



17 
 

 

 

Figure n°8 : Schéma de la barrière de filtration glomérulaire d’après (Machuca et al., 2009).  

Les composants principaux sont la barrière de filtration glomérulaire (GBM pour « Glomerular basement membrane »), le 

diaphragme de fente (SD pour « slit diaphragm ») et les pédicelles des podocytes (FP pour « foot process ») et endothélium 

fenestré (E pour « endothelium »). 

 

b)  Le domaine apical et basal du podocyte 

 
La partie apicale des podocytes fait face à l’espace urinaire de la capsule de Bowman. Elle 

contient des protéines chargées négativement qui pourraient constituer une barrière de charge au 

passage des protéines et participer aux forces électrostatiques répulsives qui maintiennent 

l’espacement des pédicelles. Parmi ces protéines figurent la podocalyxine et la podoplanine, ainsi que 

GLEPP-1 (« Glomerular Epithelial Protein 1 ») (Figure 8). La partie basale des pédicelles est ancrée à la 

membrane basale glomérulaire par les dystroglycanes et les intégrines. L’intégrine principale du 

podocyte est l’intégrine α3β1 qui se lie au collagène, à la fibronectine, à la laminine et au nidogène de 

la membrane basale glomérulaire d’une part (Cybulsky, Carbonetto et al. 1992), et à la vinculine, la 

taline ou la paxilline du pédicelle d’autre part, ces dernières étant reliées au cytosquelette d’actine 

(Drenckhahn, Beckerle et al. 1988; Drenckhahn and Franke 1988).  
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2. Le cytosquelette du podocyte 
 

L’organisation du cytosquelette du podocyte est essentielle au maintien de son architecture 

atypique en forme de pieuvre et à sa fonction. Le corps cellulaire et les pieds primaires sont composés 

majoritairement de microtubules et de filaments intermédiaires. En revanche, le cytosquelette des 

pédicelles, lié à la MBG par des contacts focaux, est constitué d’un réseau de microfilaments d’actine, 

de myosine, d’α-actinine, de taline et de vinculine, entre autres. Deux réseaux d’actine sont 

identifiables dans les pédicelles par microscopie électronique : un anneau cortical d’actine situé sous 

la membrane plasmique (« cortical actin ») et un réseau d’actine « en paquet » (« actin bundle ») 

localisé dans la partie centrale du cytoplasme (Ichimura et al., 2003) (Figure 9). Ce réseau de filaments 

extrêmement dynamique permet des remaniements rapides. Ainsi, il a été montré dès 1974 que 

l’injection de sulfate de protamine chez le rat induit un effacement des pédicelles qui reprennent leur 

forme d’origine en quelques minutes lorsque la protamine est enlevée (Seiler et al., 1975). 

 

Figure n°9 : Section d’un pédicelle (à gauche) et représentation schématique de l’organisation des filaments 
d’actine du pédicelle (à droite) (Ichimura et al., 2003). 

L’actine « condensée » (flèche à gauche et AB à droite pour « actin bundle ») est localisée dans la portion centrale du 
cytoplasme et le réseau d’actine corticale (* à gauche et CAN à droite pour « cortical actin network ») est à la périphérie de 

la cellule. Les abréviation sont En : cellule endothéliale, GBM: membrane basale glomérulaire et SD: diaphragme de fente.  

II. Le syndrome néphrotique 
 

Le syndrome néphrotique (SN) est caractérisé par une protéinurie sélective massive 

(supérieure à 50 mg/kg/j chez l’enfant, 3 g/j chez l’adulte) responsable d’une hypoalbuminémie (< 30 

g/l), d’une hyperlipidémie et d’un effacement des pédicelles visible en microscopie électronique. Il 

s’accompagne d’œdèmes liés à la perte des protéines et à la mauvaise réabsorption de l’eau et des 

sels. Le SN idiopathique (SNI) représente près de 90 % des néphropathies d’origine glomérulaire de 

l’enfant (incidence annuelle estimée à 2-3/100 000 enfants) et 15 à 20 % de celles de l’adulte (Golay 

et al., 2017). Le SN est la conséquence d’une anomalie de la BFG qui peut être primaire ou secondaire 

à des infections parfois congénitales, au diabète, à la néphropathie liée au VIH, à certains médicaments 

et aux anomalies génétiques, entre autres. En fonction de l’âge des premiers symptômes, les SN sont 
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dits congénitaux (s’ils débutent entre la naissance et l’âge de 3 mois), infantiles (s’ils débutent entre 3 

mois et un an), juvéniles ou de l’adulte (Hinkes, Mucha et al. 2007).  

A. Aspects anatomiques 
 

En microscopie électronique, la lésion constante des podocytes est un effacement diffus des 

pédicelles avec disparition des diaphragmes de fente. Les pédicelles adjacents se rétractent, 

s’épaississent et se raccourcissent ce qui leur donne un aspect continu en bordure de la membrane 

basale glomérulaire. Ce phénomène fait intervenir un remaniement dynamique du cytosquelette du 

podocyte (Figure 10).  

 

Figure n°10 : Effacement des pédicelles vu en microscopie électronique (d’après Takeda et al., 2001). 
(A) BFG d’aspect normal avec des pédicelles individualisés et séparés par un DF. (B) Effacement des pédicelles et disparition 
du DF. Les abréviations sont BM pour membrane basale, fp pour pédicelle, Ep pour effacement des pédicelles et En pour 

endothélium. Échelle : 0,5 µm. 

 
En microscopie optique, trois types de lésions peuvent être observées : 1) les lésions 

glomérulaires minimes (LGM) qui sont des lésions discrètes des glomérules qui apparaissent normaux, 

2) la hyalinose segmentaire et focale (HSF) qui se définit comme une lésion touchant un segment 

particulier du glomérule (segmentaire) dans seulement certains glomérules (focale) et 3) la sclérose 

mésangiale et diffuse (SMD) qui se caractérise par une expansion du mésangium, une accumulation de 

matrice extracellulaire et une hypertrophie et une hyperplasie des podocytes qui ont un aspect en 

couronne (lésion très sévère, qui touche l’ensemble du glomérule) (Figure 11) (Barisoni et al., 2007). 
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Figure n°11 : Eventail des lésions glomérulaires causées par le SNI (adapté de Barisoni, 2007). 
Photos des glomérules fournies par MC Gubler. (A) Glomérule normal (x400). (B) Lésions glomérulaires minimes (LGM) (x400). 
(C) Hyalinose segmentaire et focale (HSF) (x400). (D) Sclérose mésangiale diffuse (SMD) (x400). 
 

B. Réponse à la cortico-thérapie 
 

La corticothérapie représente le traitement de première intention du SNI et permet de classer 

les SN en deux catégories, l’évolution de la maladie étant fonction de la réponse aux corticoïdes.  

Dans la majorité des cas, le traitement est efficace définissant le syndrome néphrotique cortico-

sensible (SNCS) qui représente 80-90 % des SNI de l’enfant avec une incidence annuelle de 1 à 1,5 sur 

50 000 contre de 1 sur 300 000 chez les adultes (Orphanet, 2007). Bien que ces formes soient de bon 

pronostic, (Dossier et al., 2017), 40 % des patients souffrent de rechutes fréquentes (la protéinurie 

réapparait) et/ou d’une dépendance aux corticoïdes (cortico-dépendants) et doivent alors bénéficier 

de traitements alternatifs (Golay et al., 2017). Les lésions le plus fréquemment observées dans les SNCS 

sont des lésions de type LGM. La physiopathologie du SNI reste mal comprise mais l’hypothèse la plus 

communément admise est la présence d’un facteur circulant jusqu’à présent non identifié, 

responsable de l’augmentation de la perméabilité de la BFG. Plusieurs facteurs interviendraient : les 

lymphocytes T et une cascade de cytokines, les lymphocytes B, et le podocyte dont le rôle est central 

(Kaneko et al., 2015). 
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La persistance de la protéinurie sous corticothérapie définit le SN cortico-résistant (SNCR) qui 

représente environ 10 % des SNI (Kim et al., 2005), dont 30-40 % évoluent vers l’insuffisance rénale 

terminale (IRT) (Mekahli, Liutkus et al. 2009) nécessitant la mise en œuvre d’un programme de dialyse-

transplantation. En histologie, si des lésions LGM peuvent être observées sur les biopsies précoces, 

des lésions de HSF sont majoritairement observées et apparaissent de façon systématique au cours de 

l’évolution de la maladie. Plus de la moitié des patients résistants à la corticothérapie ne récidive pas 

après transplantation suggérant que le défaut primitif est une anomalie de structure du filtre 

glomérulaire ce qui expliquerait la résistance à la corticothérapie. Une partie de ces SNCR est due à 

des anomalies intrinsèques du podocyte d’origine génétique, c'est-à-dire à des mutations de gènes 

codant des protéines podocytaires essentielles à la structure et au fonctionnement de la BFG (cf infra).  

III. Les podocytopathies héréditaires 
 

Au cours de ces dernières années, l’étude des formes héréditaires de SN et de protéinurie 

familiale ou de hyalinose segmentaire et focale HSF (en référence à la lésion glomérulaire observée 

principalement dans ces formes) a permis de définir un nouveau groupe de pathologies baptisées 

podocytopathies. La majorité des podocytopathies héréditaires implique des SNCR.  

A. Mode de transmission et caractéristiques cliniques 
 

La variabilité observée dans l’âge d’apparition de la protéinurie/SN, le type de lésions et le 

mode de transmission de la maladie permettent de définir plusieurs groupes de malades. Ainsi, les 

formes de SNCR de transmission autosomique récessive (AR) sont les formes majoritaires. Elles 

touchent principalement les enfants, avec une protéinurie apparaissant généralement dans les 

premières années de vie, voire à la naissance comme dans le syndrome néphrotique congénital de 

type finlandais (dû à des mutations du gène NPHS1 codant la néphrine). L’évolution de la maladie vers 

l’IRT est rapide. A l’inverse, les formes de transmission autosomique dominante (AD), également 

appelées protéinurie familiale ou de hyalinose segmentaire et focale (HSF) (en référence à la lésion 

glomérulaire la plus fréquente dans ces formes) sont beaucoup plus rares. La protéinurie apparait 

généralement à l’adolescence ou à l’âge adulte et la maladie présente une évolution plus lente vers 

l’IRT.  

B. Aspects moléculaires des podocytopathies 
 

Les études génétiques de ces formes familiales de podocytopathies, ainsi que des nombreux 

modèles murins génétiquement modifiés ont permis d’identifier de nombreux gènes codant des 

protéines podocytaires (Tableau 1 et Figure 12) et de préciser la structure et le fonctionnement de la 
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BFG. Ces gènes peuvent être classés en deux catégories: 1) ceux codant des protéines structurales du 

DF ou impliquées dans la régulation et la dynamique des réseaux d’actine et de microtubules, et 2) 

ceux codant des protéines de fonctions très variées comme des facteurs de transcription, des protéines 

mitochondriales et lysosomales, des enzymes ou encore des protéines impliquées dans l’endocytose 

(Preston et al., 2019).  

Les deux premiers gènes dont les mutations étaient responsables de la majorité des SNCR de 

transmission AR codent deux protéines structurales du podocyte localisées au niveau du DF: la 

néphrine, codée par le gène NPHS1 (Kestilä et al., 1998), un récepteur transmembranaire de la famille 

des immunoglobulines et l’un des composants majeurs du DF, et la podocine, codée par le gène NPHS2 

identifié dans le laboratoire (Boute et al., 2000), ancrée à la membrane plasmique du côté 

cytoplasmique et interagissant avec la néphrine. Les gènes retrouvés majoritairement mutés dans les 

formes AD sont : 1) ACTN4 qui code l’α-actinine 4, une protéine de la superfamille des spectrines qui 

se lie aux filaments d’actine (Kaplan et al., 2000), 2) TRPC6 (« short Transient Receptor Potential 

Channel 6 ») qui code un transporteur du calcium exprimé à la membrane plasmique des podocytes 

(Winn et al., 2005), et 3) INF2 (« INverted Formin 2 ») codant une protéine impliquée dans la 

polymérisation/dépolymérisation des filaments d’actine (Brown et al., 2010 ; Boyer et al., 2011). Le 

gène INF2 est le plus fréquemment retrouvé muté dans les formes AD. 

Nature et fonction 
Gène Protéine Phénotype 

Mode de 

transmission Référence 

Protéines du DF  

NPHS1 Néphrine 
NPHS1 AR Kestilä et al. 1998 

NPHS2 Podocine 
NPHS2 AR Boute et al. 2000 

CD2AP CD2-associated protein 
FSGS3 AD/AR Kim et al., 2003 

TRPC6 
Transient receptor 
potential channel 6 

FSGS2 AD Winn et al. 2005 

PLCE1 Phospholipase C, ε1 
NPHS3 AR Hinkes et al. 2006 

FAT1 Protocadherin Fat 1 

NPHS 

(association à 

confirmer)  

AR Gee et al., 2016 

MAGI2 
Membrane-associated 

guanylate kinase 2 
NPHS15 AR Bierzynska et al., 2017 

KIRREL1 Nephrin-like protein 1 
NPHS AR Solanki et al., 2019 

ZO-1 Zonula occludens-1 
   

Protéines liées 
au 

cytosquelette 
d’actine 

ACTN4 α-actinin-4 
FSGS1 AD Kaplan et al. 2000 

INF2 Inverted formin-2 

FSGS5; La 

maladie de 

Charcot-Marie-

Tooth  

AD 
Brown et al., 2010b 

    Boyer et al., 2011  
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MYH9 
Non-muscle myosin heavy 

chain IIA 

Macrothrombocyt

openia and 

granulocyte 

inclusions with or 

without nephritis 

or sensorineural 

hearing loss 

AD Seri et al. 2000 

MYO1E Myosin IE 
FSGS6 AR Mele et al., 2011 

ARHGDIA 
Rho GDP-dissociation 

inhibitor α1 
NPHS8 AR Gupta et al., 2013 

ARHGAP24 
Rho GTPase-activating 

protein 24 

FSGS 

(association à 

confirmer) 

AD Akilesh et al., 2011 

ANLN Anillin 
FSGS8 AD Gbadegesin et al., 2014 

KANK2 
KN motif and ankyrin 

repeat domain-containing 
protein 2 

NPHS16 AR Gee et al., 2015 

KANK1 
KN motif and ankyrin 

repeat domain-containing 
protein 1 

NPHS 

(association à 

confirmer) 

AR Gee et al., 2015 

KANK4 
KN motif and ankyrin 

repeat domain-containing 
protein 4 

NPHS 

(association à 

confirmer) 

AR Gee et al., 2015 

WDR73 
WD repeat containing 

protein 73 
GAMOS AR Colin et al,2014 

Protéines 
d’adhésion et 

de la MBG 

LAMB2 Laminin subunit β2 
Syndrome de 

Pierson; NPHS5 
AR Zenker et al., 2004 

ITGA3 Integrin- α3 

Epidermolyse 

bulleuse 

jonctionnelle avec 

atteinte 

respiratoire et 

rénale 

AR Has et al., 2012 

ITGB4 Integrin-β4 
Epidermolyse 

bulleuse 
AR Kambham et al., 2000 

CD151 Tetraspanin 

Néphropathie 

avec 

epidermolyse 

bulleuse et surdité 

AR Karamatic et al., 2004 

COL4A3 Collagen (IV) α3 

Syndrome 

d’Alport; 

Hématurie 

AD/AR Badenas et al., 2002 

COL4A4 Collagen (IV) α4 

Syndrome 

d’Alport; 

Hématurie 

AD/AR Jefferson et al., 1997 

COL4A5 Collagen (IV) α5 
Syndrome d’Alport XD Barker et al., 1990 

EMP2 
Epithelial membrane 

protein 2 
NPHS10 AD/AR Gee et al., 2014 

Protéines 
nucléaires et 

facteur de 
transcription 

WT1 Wilms’ tumor protein 

Syndrome de 

Denys-Drash; 

Syndrome de 

Frasier; NPHS4 

 Jeanpierre et al., 1998 

LMX1B 
LIM homeobox 

transcription factor 1-β 

Syndrome Nail-

patella  
AD Dreyer et al., 1998 
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SMARCAL1 HepA-related protein 

Dysplasie 

immuno-osseuse 

de Schimke 

AR Boerkoel et al., 2002 

PAX2 Paired box gene 2 

Syndrome rein-

colobome ; 

FSGS7 

AD Barua et al., 2014 

MAFB Transcription factor MafB 

Syndrome de 

l’ostéolyse carpo-

tarsienne 

multicentrique 

AD Zankl et al., 2012 

LMNA Lamin A/C 
Familial partial 

lipodystrophy 
XD Javor et al., 2004 

GATA3 GATA binding protein 3 

Hypoparathyroidis

me, sourdité, et 

dysplasia rénale 

AD Esch et al., 2000 

NUP93 
Nuclear pore complex 

protein Nup93 
NPHS12 AR Braun et al. 2016 

NUP205 
Nuclear pore complex 

protein Nup205 

NPHS13 

(association à 

confirmer) 

- Braun et al. 

XPO5 Exportin-5 

NPHS 

(association à 

confirmer) 

- Braun et al. 

NUP85 
Nuclear pore complex 

protein Nup85 
NPHS18 AR Braun et al. 2018 

NUP160 
Nuclear pore complex 

protein Nup160 

NPHS19 

(association à 

confirmer) 

AR Braun et al. 2018 

Protéines 
mitochondriales 
 
 

COQ2 
4-hydroxybenzoate 

polyprenyltransferase 

Déficience 

primaire de 

CoQ10 1 

AR Quinzii et al., 2006 

COQ6 
Ubiquinone biosynthesis 
monooxygenase COQ6 

Déficience 

primaire de 

CoQ10 6 

AR Heeringa et al., 2011 

PDSS2 
Decaprenyl-diphosphate 

synthase subunit 2 

Déficience 

primaire de 

CoQ10 6 

AR López et al., 2006 

MTTL1 
Mitochondrially encoded 
tRNA leucine 1 (UUA/G) 

Syndrome MELAS 
ADN mt 

maternel 
Yasukawa et al., 2000 

Tableau n°1 : Gènes mutés dans les podocytopathies. 
Les abréviations sont AR pour autosomique récessif, AD pour autosomique dominant, mt pour mitochondrial et XD 
pourdominant sur l’X. 
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Figure n°12 : Représentation schématique de la nature, fonction et localisation dans les pédicelles des 
différentes classes de protéines mutées dans les podocytopathies (adapté d’un collègue G. Dorval).  
 

La majorité de ces podocytopathies héréditaires sont non syndromiques (atteinte rénale isolée) mais 

il existe des rares formes syndromiques où l’atteinte rénale s’associe à divers symptômes extra-rénaux, 

le plus souvent des anomalies neurologiques, comme dans le cas du syndrome de Galloway-Mowat.  

C. Le syndrome de Galloway-Mowat (GAMOS) 
 

1. Aspects cliniques et anatomopathologiques 
 

Le syndrome de Galloway-Mowat (GAMOS) est une pathologie rare de transmission 

autosomique récessive caractérisée par l’association d’un SNCR, d’une microcéphalie et d’anomalies 

du système nerveux central (SNC). Depuis sa première description par Galloway et Mowat en 1968 

(Galloway and Mowat, 1968), de nombreux rapports de patients et des études de petites séries 

décrivent leurs caractéristiques cliniques et histopathologiques révélant ainsi la grande hétérogénéité 

clinique du GAMOS. Une constante majeure du GAMOS est la microcéphalie détectée en majorité à la 

naissance (microcéphalie primaire) mais qui peut aussi se développer de façon post-natale 

(microcéphalie secondaire). Les anomalies cérébrales majeures observées sont une atrophie corticale 

et des défauts de gyration (sillons du cortex cérébral) comme l’agyrie, la microgyrie ou la 

polymicrogyrie, des défauts de myélinisation et une atrophie cérébelleuse. Ces défauts structurels du 

SNC sont associés dans la moitié des cas à une déficience intellectuelle sévère, une hypotonie et des 

convulsions. En ce qui concerne l’atteinte rénale, elle varie de la protéinurie isolée à un SNCR qui 

progresse rapidement vers l’insuffisance rénale terminale (IRT) au bout de quelques mois. Cependant, 

bien que le SN soit détecté habituellement dans les premiers mois de vie, un petit nombre de patients 

présente une apparition tardive au cours de l’enfance (44-198 mois) (Steiss et al., 2005), voire aucun 



26 
 

signe d’atteinte rénale (Colin et al., 2014; Jinks et al., 2015). L’analyse des biopsies rénales révèle des 

lésions de type LGM, des lésions de HSF parfois de type « collapsing », ou une SMD, sans dépôts 

significatifs d'immunoglobulines. Le pronostic de cette maladie est sévère et la plupart des enfants 

meurent avant l’âge de 6 ans.  

2. Aspects moléculaires  
 
L’hétérogénéité clinique du GAMOS est le reflet de son hétérogénéité génétique avec 10 gènes 

porteurs de mutations identifiés jusqu’à aujourd’hui, dont 7 par notre groupe (Tableau 2). Le premier 

gène identifié comme impliqué dans le GAMOS est WDR73 dont des mutations ont été identifiées dans 

un sous-groupe de patients présentant les mêmes caractéristiques cliniques, en particulier une 

atrophie du cervelet très sévère. Ce gène code la protéine WDR73 qui jouerait un rôle crucial dans la 

survie cellulaire, la prolifération, le maintien de l’architecture cellulaire et de la fonction normale des 

neurones et des podocytes, ainsi que dans le développement et la maturation du système nerveux 

(Colin et al., 2014; Ben-Omran et al., 2015; Jinks et al., 2015; Vodopiutz et al., 2015; Jiang et al., 2017). 

Puis, des mutations ont été identifiées dans des gènes codant pour des protéines impliquées dans le 

métabolisme de l'ARNt, tels que WDR4 (Braun et al., 2018), et les composants du complexe KEOPS 

(Kinase, Endopeptidase et autres protéines de petite taille) ainsi que l’enzyme YRDC qui font partie de 

la voie de biosynthèse de la modification t6A des ARN de transfert (Braun et al., 2017a; Arrondel et al., 

2019). Les mutations dans les gènes codant des composants des pores nucléaires, les nucléoporines 

NUP107 (Rosti et al., 2017) et NUP133 (Fujita et al., 2018) sont également connues pour être à l'origine 

d’un GAMOS. 

Gène Protéine Mode de 
transmission 

Phénotype Références 

Voie de biosynthèse du t6A  

LAGE3 L antigen family member 3 lié à l’X GAMOS2 Braun et al. 2017  

OSGEP O-sialoglycoprotein endopeptidase AR GAMOS3 Braun et al. 2017  

TP53RK TP53 regulating kinase AR GAMOS4 Braun et al. 2017  

TPRKB TP53RK binding protein AR GAMOS5 Braun et al. 2017  

GON7 GON7 subunit of KEOPS complex AR  Arrondel et al. 
2019  

YRDC yrdC N6-threonylcarbamoyltransferase 
domain containing 

AR  Arrondel et al. 
2019  

Autres 

WDR73 WD repeat domain 73 AR GAMOS1 Colin et al. 2014  

WDR4 WD repeat domain 4 AR GAMOS6 Braun et al. 2018  

NUP107 Nucleoporin 107 AR GAMOS7 Rosti et al. 2017  

NUP133 Nucleoporin 133 AR GAMOS8 Fujita et al. 2018  

 

Tableau n°2 : Liste des gènes mutés dans le GAMOS. 
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3. Le complexe KEOPS 
 

La thréonylcarbamoylation de l’adénine en position 37 des ARNt spécifiques des codons ANN 

(t6A) est une modification post-transcriptionnelle nécessaire à l'initiation de la traduction ainsi qu’à 

son efficacité. Cette modification se déroule en deux étapes : la protéine YRDC synthétise d'abord un 

intermédiaire thréonylcarbamoyl (TC)-AMP, puis le groupement thréonylcarbamoyl est transféré sur 

l'ARNt par le complexe KEOPS très conservé au cours de l’évolution (Figure 13). Le complexe humain 

contient 5 sous-unités GON7, LAGE3, OSGEP, TP53RK et TPRKB (Downey et al., 2006; Wan et al., 2016). 

L’étude de la structure atomique de ce complexe a révélé que les cinq protéines sont organisées de 

façon linéaire (Hecker et al., 2008; Mao et al., 2008; Zhang et al., 2015) (Figure 14).  

 
 
Figure n°13. Représentation de la voie de biosynthèse de la modification t6A.  
(A) Voie de biosynthèse du t6A par l’enzyme YRDC et le complexe KEOPS. (B) Structure chimique de la base modifiée à côté 
de la boucle anti-codon de l’ARNt (adapté de Perrochia et al., 2013). 

 
Récemment, le laboratoire a identifié des mutations dans les 5 gènes codant les sous-unités 

KEOPS et dans le gène codant l’enzyme YRDC chez des patients atteints de GAMOS (Braun et al., 2017; 

Arrondel et al., 2019). Des études fonctionnelles in vitro et in vivo de ces mutations ont conduit à 

l'identification d'altérations dans de multiples processus cellulaires, tels que la prolifération, l'apoptose, 

la migration et la traduction des protéines. De plus, le niveau de synthèse de t6A est diminué dans les 

cellules exprimant les mutations retrouvées chez les patients. De manière intéressante, les mutations 

identifiées dans le gène GON7 conduisent à une forme plus atténuée du GAMOS. OSGEP est la sous-

unité catalytique du complexe KEOPS, cependant le rôle des 4 autres protéines reste à élucider, en 

particulier le rôle de GON7, la 5ème sous-unité du complexe récemment découverte (Wan et al., 2017).  
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Figure n°14 : Représentation schématique du complexe KEOPS. 
Modèle du complexe KEOPS de levure basé sur les structures cristallines des sous-complexes. Les gènes humains GON7, 
LAGE3, OSGEP, TP53RK et TPRKB sont les orthologues des gènes Gon7, Pcc1, Kae1, Bud32 et Cgi121 chez la levure d’après 
Zhang et al., 2015. 

IV. Outils pour modéliser les syndromes néphrotiques 

héréditaires 
L’étude des anomalies héréditaires des composants de la BFG, en particulier des protéines 

spécifiques du podocyte, est limitée dans les modèles cellulaire in vitro du fait de la complexité de 

cette structure comportant différents types cellulaires. L’utilisation de modèles animaux in vivo s’avère 

donc complémentaire aux études in vitro pour modéliser les podocytopathies héréditaires et étudier 

les différents processus cellulaires intervenant en conditions normales et pathologiques. 

A. Le modèle de la drosophile 
 

Les avantages du modèle drosophile (Drosophila melanogaster), ou communément appelé 

mouche à fruit ou mouche du vinaigre, sont des cycles de vie et de reproduction courts et la 

disponibilité de nombreux outils génétiques. A 25°C, le cycle de vie de la drosophile est de 10 jours, 

comprenant trois stades larvaires, puis la transformation en pupe au septième jour (Figure 15).  

GON7-LAGE3-OSGEP- TP53RK-TPRKB 
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Figure n°15 : Cycle de vie des Drosophile (adapté du site : https://mantispassion.com/2017/09/21/les-
drosophiles/) 

La drosophile est un insecte dont le système excréteur présente des similitudes cytologiques, 

moléculaires et fonctionnelles avec celui des mammifères (Denholm and Skaer, 2009; Helmstädter and 

Simons, 2017; Marelja and Simons, 2019). Le système excréteur chez la drosophile est constitué des 

tubes de Malpighi et des néphrocytes. Le tube Malpighien qui régule la balance hydrique et ionique, 

correspond à la partie distale du néphron chez les mammifères. Le néphrocyte filtre les 

macromolécules de l'hémolymphe (équivalent du sang chez la drosophile) puis réabsorbe par 

endocytose les macromolécules filtrées, ce qui correspond au rôle chez les mammifères du glomérule 

et du tube proximal. Les néphrocytes sont des cellules sphériques qui comportent des invaginations 

de la membrane qui forment à la fois des canaux labyrinthiques et des pédicelles semblables aux 

invaginations présentes chez le podocyte des mammifères. De plus, la structure du diaphragme 

néphrocytaire des néphrocytes est analogue à celle du DF des podocytes (Figure 16).  
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Figure n°16 : Comparaison du système excréteur de la drosophile et des mammifères.  
Représentation schématique des systèmes excréteurs (en haut), des DF (en bas) et des podocytes et néphrocytes 
(microscopie électronique à balayage, au centre) (Simons and Huber, 2009 ; Weavers et al., 2009).Les abréviations sont 
Sd pour « slit diaphragm » (diaphragme de fente), bm pour « basement membrane » (membrane basale), nd pour 
« nephrocyte diaphragm » (diaphragme néphrocytaire) et fp pour « foot process » (pédicelles). 

 

Chez la larve au 2ème et 3ème stade, il existe des néphrocytes appelés « néphrocytes en guirlande 

ou Garland Nephrocytes» (NG) organisés en « collier de perles » autour de l’œsophage au-dessus du 

proventricule (PV), et des néphrocytes appelés néphrocytes péricardiques (NP) alignés de part et 

d’autre du cœur de la drosophile au niveau de l’abdomen (Figure 17). Les NG sont les seules cellules 

ayant un rôle de filtration au stade embryonnaire. Aux stades larvaires et adulte, les néphrocytes 

péricardiques  jouent un rôle majeur dans la filtration (Zhang and Chen, 2014). 
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Figure n°17 : Localisation des néphrocytes chez la larve (Denholm and Skaer, 2009) et la mouche adulte. 

(A) Localisation des néphrocytes chez la larve. Les abréviations sont NGs pour néphrocytes de Garlands, oe pour œsophage. 

Les structures en bleues correspondent aux tubes de Malpighi. (B) Localisation des néphrocytes chez la mouche adulte. Les 

abréviations sont PV pour proventricule et NPs pour néphrocytes péricardiques. 

 
De nombreuses protéines du DF chez l’homme comme NEPH1 (KIRREL), la néphrine (NPHS1), 

ZO-1 et la podocine (NPHS2) ont des orthologues chez la drosophile, « Kind of ire » (Kirre), « Stick and 

stone » (Sns), « Polychaetoid » (Pyd) et Mec-2 respectivement. Plusieurs études ont montré que ces 

gènes étaient exprimés par les néphrocytes renforçant ainsi les similitudes entre néphrocytes et 

podocytes (Zhuang et al., 2009; Helmstädter et al., 2012) (Figure 18). Les orthologues des gènes mutés 

dans les SN héréditaires sont détaillés dans le Tableau 3. 

 
Figure n°18: Schéma de comparaison des composants moléculaires des DF des podocytes et des néphrocytes 
(Millet-Boureima et al., 2018). 
 

 
Tableau n°3 : Orthologues chez la drosophile des gènes mutés dans les SNCR (d’après le site 
https://flybase.org/). 
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Le modèle de la drosophile a été utilisé pour reproduire et comprendre le développement de 

différentes pathologies rénales comme la lithase rénale (Chung and Turney, 2017), la polykystose 

rénale (Gamberi et al., 2017) et en particulier pour ce qui nous intéresse le plus les SNCR. En effet, il 

est possible d’utiliser différents rapporteurs pour évaluer le bon fonctionnement des néphrocytes. 

Zhang et al. ont montré que les néphrocytes de drosophile peuvent absorber les protéines 

fluorescentes sécrétées dans l'hémolymphe, permettant ainsi d’évaluer la fonction de 

filtration/endocytose des néphrocytes in vivo. Ils ont donc généré une lignée transgénique exprimant 

une protéine fluorescente sécrétée et l’ont croisée avec une lignée transgénique permettant 

d’inactiver un gène « cible » spécifiquement dans les néphrocytes grâce à un promoteur spécifique des 

néphrocytes, permettant ainsi d’identifier des gènes nécessaires au bon fonctionnement des 

néphrocytes (Zhang et al., 2013). Ceci est possible dans la drosophile grâce au système UAS-GAL4, 

largement utilisé chez la levure. Ce système permet la synthèse de la protéine Gal4 grâce à un 

promoteur ubiquitaire ou spécifique d’un tissu. Par exemple, les promoteurs de la tubuline ou du gène 

Dautherless peuvent être utilisés pour une expression ubiquitaire du transgène (noté tub> ou da>). 

Pour une expression spécifique dans les néphrocytes, le promoteur du gène Dorothy est utilisé (noté 

dot>). La protéine Gal4 va reconnaître spécifiquement les séquences activatrices (séquences UAS) en 

amont du gène d’intérêt (Figure 19-A) ou du siARN  (Figure 19-B) et activer sa transcription (Brand and 

Perrimon, 1993).  

 
 

Figure n°19 : Les différents usages du système UAS-GAL4 chez la drosophile (modifié d’après une collègue 

Marchesin. V). 

 (A) Exemple d’utilisation du système UAS-Gal4 pour exprimer un transgène X, (B) pour exprimer un siARN X. 

 
De cette façon, des expériences de « sauvetage » peuvent être réalisées : en effet, si l’inactivation chez 

la drosophile d’un gène spécifiquement dans les néphrocytes (ou dans toutes les cellules de la 

drosophile grâce à un promoteur ubiquitaire) conduit à un phénotype « mutant », il est possible de ré-

exprimer la forme sauvage (WT) ou mutée de ce gène pour voir si le phénotype redevient « sauvage ». 

Cela permet de montrer si une mutation induit une perte de fonction totale ou partielle de la protéine 

et donc de valider la pathogénicité de cette mutation (Helmstädter et al., 2017). De la même manière, 

deux gènes peuvent être inactivés par un siARN avec une ré-expression de la forme sauvage ou mutée 
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de l’un des deux gènes. Cela permet de tester la synergie entre ces deux gènes car s’ils interagissent 

ensemble une aggravation du phénotype sera observée. Des expériences d’immunofluorescence (IF) 

et de microscopie électronique peuvent également être réalisées pour visualiser l’intégrité des 

néphrocytes ainsi que l’ultrastructure du diaphragme de fente (Helmstädter et al., 2017; Hermle et al., 

2017).  

B. Les modèles murins 
 

Le modèle murin est utilisé depuis des décennies et a permis de faire des découvertes 

majeures dans la physiologie rénale (Wharram et al., 2000) en reproduisant parfois de façon fidèle des 

pathologies rénales comme l’insuffisance rénale aiguë (Bao et al., 2018), les maladies rénales 

chroniques (Bao et al., 2018; Ueda et al., 2016) ainsi que des SNCR. En effet, de nombreux modèles 

murins ont été générés pour modéliser différentes formes de SN de transmission AD et AR. Pour les 

SNCR AR par exemple, des souris déficientes pour le gène Nphs1 présentent une protéinurie massive 

dès la naissance avec un effacement des pédicelles visible en microscopie électronique et meurent 

dans les 24h après leur naissance (Putaala et al., 2001). Des modèles de souris déficients 

respectivement pour les gènes Nphs2 et Cd2ap ont également été créés dans les années 2000. Par 

exemple, les souris invalidées pour le gène Nphs2 de façon constitutionnelle (knock-out) développent 

une protéinurie massive une semaine après leur naissance et décèdent 15 jours après. Elles présentent 

également des lésions de SMD des glomérules à 7 jours ainsi qu’un effacement diffus des pédicelles 

(Roselli et al., 2004). Pour pallier ce problème de mort précoce empêchant toutes études, des modèles 

d’inactivation conditionnelle ont été générés pour la podocine permettant d’inactiver le gène à l’âge 

adulte (Mollet et al., 2009). Les souris déficientes pour CD2AP présentent un SN avec un effacement 

des pédicelles et une hyperplasie des cellules mésangiales. Elles ont également une protéinurie 

massive à 3 semaines et décèdent à 7 semaines d’une insuffisance rénale (Shih et al., 1999). Des 

modèles ont également été générés pour modéliser des formes AD liées à des mutations des gènes 

ACTN4 et TRPC6. Ainsi, les souris délétées à l’état homozygote pour Actn4  présentent une HSF dès 4 

semaines avec un effacement des pédicelles visible en microscopie électronique (Kos et al., 2003). Les 

deux autres modèles de knock-in ont été générés c’est-à-dire que les souris expriment une forme 

mutée de l’ACTN4 p.K256E à l’état hétérozygote ou homozygote. Les souris ACTN4 p.K256E 

homozygotes présentent un effacement des pédicelles dès 12 semaines, alors que les souris 

hétérozygotes pour la mutation ACTN4 p.K256E présentent des défauts visibles entre 27 et 60 

semaines (Henderson et al., 2008). Deux modèles murins ont également été réalisés pour le gène 

TRPC6 pour les mutations conduisant aux variations protéiques TRPC6 p.P111Q et TRPC p.E896K, 
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reproduisant un phénotype similaire à celui présent chez les patients. Les souris, âgées de 5 à 9 mois, 

présentent des lésions glomérulaires avec effacement des pédicelles (Krall et al., 2010).  

Cependant certains modèles murins ne reproduisent pas exactement la pathologie retrouvée 

chez l’homme. C’est le cas pour un modèle de souris portant la variation protéique INF2 p.R218Q qui 

a été créé en 2016. Ces souris âgées de 15 semaines ne présentent pas de phénotype clair à l’état 

hétérozygote ou homozygote (Subramanian et al., 2016). De plus, un modèle murin a été créé en 2005 

pour le gène NPHS3, cependant les souris ne développent pas de pathologie rénale mais une maladie 

cardiaque (Wang et al., 2005).  
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Durant mes trois années à l’EPHE, j’ai pu participer à deux projets de recherche : tout d’abord, 

l’identification de deux nouveaux gènes impliqués dans les SN héréditaires grâce au modèle de la 

drosophile pendant ma première année. Puis durant mes deux dernières années, j’ai étudié, dans un 

modèle cellulaire in vitro et dans des modèles murins in vivo, un complexe très conservé qui catalyse 

une modification post-transcriptionnelle des ARN de transfert (ARNt) et qui est altéré dans le GAMOS.  

Identifier la cause génétique d’une pathologie est primordial pour en comprendre l’origine 

dans l’espoir d’établir une stratégie thérapeutique précoce. Il est de plus en plus admis que la cause 

d’une maladie génétique peut être due à des mutations dans plusieurs gènes simultanément (maladies 

multilocus) (Posey et al., 2017). L’enjeu est de discriminer la contribution de chaque mutation dans le 

développement de la pathologie. Nous nous sommes donc intéressés à une famille consanguine dont 

les individus présentent une microcéphalie, un retard mental, des défauts cardiaques et rénaux ainsi 

qu’une dysmorphie faciale. Le séquençage de l’exome (whole exome sequencing, WES) des patients, 

a permis d’identifier deux mutations homozygotes faux sens dans deux gènes différents (ADD3 et 

KAT2B) codant respectivement l’Adducine γ et la Lysine AcetylTransferase 2B. L’enjeu de ce projet est 

de comprendre la contribution des gènes ADD3 et KAT2B dans le phénotype observé chez les patients. 

Actuellement des mutations récessives dans 10 gènes ont été rapportées dans la littérature 

chez des patients présentant un GAMOS, dont 7 par le laboratoire (Colin et al., 2014; Braun et al., 2017; 

Rosti et al., 2017; Arrondel et al., 2019). De façon surprenante, 4 de ces gènes (OSGEP, LAGE3, TP53RK 

et TPRKB) codent les membres dule complexe « Kinase, Endopeptidase and Other Proteins of Small 

Size » (KEOPS), impliqué dans une modification post-transcriptionnelle universelle, la 

thréonylcarbamoylation de l'azote N6 de l'adénosine en position 37 (t6A) des ARNt qui reconnaissent 

les codons ANN sur les ARN messager (ARNm) (El Yacoubi et al., 2011). Cette fonction est 

particulièrement intéressante car il a été montré que les modifications post-transcriptionnelles sur les 

ARNt ont un rôle dans l'initiation, l’efficacité et la fidélité de la traduction (Perrochia et al., 2013). Tous 

les patients mutés dans ces 4 gènes présentent une forme très sévère de GAMOS, associant 

microcéphalie congénitale et atteinte rénale précoce. Dans tous les cas, au moins une des mutations 

est une mutation hypomorphe. Afin de mieux comprendre les différentes interactions entre les 

membres du complexe, nous avons étudié le temps de demi-vie de deux membres du complexe LAGE3 

et GON7. En parallèle, afin d’étudier ce complexe par une approche in vivo, nous avons créé deux 

modèles de souris portant la variation protéique Osgep p.R325Q et Lage3 p.F137S grâce à la technique 

CRISPR/Cas9. Puis par la suite, un modèle de souris Osgep p.R325Q/KO Ex4.  

Je vais vous présenter en deux parties successives mon implication dans ces projets dont vous 

trouverez les articles en annexes. 
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1ÈRE PARTIE : ÉTUDES FONCTIONNELLES DE DEUX GÈNES 

CANDIDATS DE SYNDROME NÉPHROTIQUE HÉRÉDITAIRE 

CHEZ LA DROSOPHILE 
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A. Contexte  
 

Deux variants faux sens homozygotes potentiellement pathogènes dans deux gènes candidats, 

ADD3 (c.1975G>C, p.E659Q) et KAT2B (c.920T>C, p.F307S), codant respectivement l’Adducine γ et la 

Lysine AcetylTransferase 2B ont été identifié par séquençage d’exome chez une famille consanguine 

avec trois enfants présentant un SNCR, une microcéphalie, un retard de développement, une cataracte 

et une cardiomyopathie (Figure 20). Ces deux gènes sont présents sur le chromosome 10 pour ADD3 

et le chromosome 3 pour KAT2B.En parallèle, à l'aide de GeneMatcher (https://genematcher.org/), 

nous avons identifié deux autres familles portant des mutations bialléliques dans le gène ADD3 

(respectivement la famille B et C, Figure 20) et présentant une atteinte neurologique (avec ou sans 

cataracte), mais sans signe cardiaque ni de SNCR. De manière intéressante, des mutations 

autosomiques récessives dans le gène ADD3 ont déjà été décrites chez des patients présentant une 

atteinte neurologique isolée comme c’est le cas pour les patients de la famille B et C (Kruer et al., 2013).  

 

 

Figure n°20 : Arbres généalogiques et ségrégation des mutations identifiées dans les gènes ADD3 et KAT2B dans 
les familles A, B et C.  
Sous chaque mutation est indiquée la conservation phylogénétique de l’acide aminé modifié.  

 
Les adducines assurent la liaison entre le cytosquelette d’actine et le squelette sous 

membranaire de spectrine, ainsi que le capping de l’extrémité positive des filaments d’actine 

permettant ainsi de maintenir la structure du cytosquelette d’actine (Matsuoka et al., 2000). Il existe 

trois isoformes alpha, beta et gamma (ADDα, ADDβ, ADDγ, respectivement codées par les gènes ADD1, 

ADD2 et ADD3). L’adducine- existe sous forme d’hétérodimères ou hétérotétramères avec les 

adducines  et  (ADDαβ ou ADDαγ). Elle possède trois domaines, la tête et le cou qui servent à 

l’oligomérisation et la queue qui permet l’interaction avec d’autres acteurs, notamment l’actine et la 

spectrine, par l’intermédiaire d’un domaine apparenté au MARCKS (Myristoylated Alanine-rich C 

Kinase Substrate) très conservé entre les trois isoformes (Figure 21-A). La forme ADDαγ est exprimée 

de façon ubiquitaire alors que la forme ADDαβ est majoritairement exprimée dans les érythrocytes et 

le cerveau (Sahr et al., 2009). La mutation faux-sens ADD3 c.1975G>C identifiée chez les patients de la 
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famille A entraîne le changement de l’acide glutamique (E) en glutamine (Q) à la position 659 de la 

protéine ADDγ (notée p.E659Q) dans la région C-terminale au niveau du domaine de la queue de la 

protéine. Pour la famille B, la mutation ADD3 c.86A>G code pour la variation protéique ADDγ p.N29S 

dans la région de la tête de la protéine. Cet acide aminé étant très peu conservé parmi les autres 

espèces, il a probablement un rôle mineur dans la fonction de la protéine.  Les deux dernières 

mutations identifiées dans la queue de ADD3 sont ADD3 c.1588 G>A et ADD3 c.995A>G et conduisent 

respectivement aux variations protéiques ADDγ p.V530I et p.N332S (Figure 21-A). KAT2B code la 

protéine KAT2B, également appelée PCAF (« P300/CBP-Associated Factor »), une lysine 

acétyltransférase impliquée dans l’acétylation des résidus lysine (K) de la queue des histones, 

notamment de l’histone H3. L'acétylation des histones induit un décompactage de la chromatine 

rendant disponible à la transcription les zones acétylées (Puri et al., 1997). La mutation KAT2B c.920T>C 

identifiée chez les patients conduit à la variation protéique KAT2B p.F307S dans le domaine PCAF 

(Figure 21-B).  

Basée sur ces données génétiques, notre hypothèse était la suivante : dans la famille A les 

mutations d'ADD3 seraient à l'origine du phénotype neurologique et de la cataracte, mais pas de la 

cardiomyopathie ni de la maladie rénale, que nous supposons être dues à la mutation de KAT2B. 

 

Figure n°21 : Schéma de l’ADNc et de la protéine avec la localisation et la conservation des mutations dans les 
familles A, B et C pour les gènes ADD3 et KAT2B.  

(A) Pour le gène ADD3. L’abréviation MARCKs est Myristoylated Alanine-rich C Kinase Substrate. (B) Pour le gène KAT2B. 
L’abréviation PCAF est P300/CBP-associated factor. En dessous de chaque mutation est indiquée la conservation 
phylogénétique de l’acide aminé modifié. 
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B. Objectifs 
Bien souvent, la complexité des phénotypes dans les maladies polygéniques ne permet pas 

d’établir une corrélation génotype-phénotype. Les maladies impliquant deux gènes sont donc les plus 

simples, en théorie, à analyser. Avec cette étude, utilisant le modèle de la drosophile, nous proposons 

une approche générale pour évaluer la pathogénicité de chacune des mutations et ainsi décomposer 

les contributions de chaque mutation ou variant de gènes aux phénotypes cliniques en question. Pour 

cela, nous avons réalisé des tests fonctionnels in vitro dans une lignée immortalisée de podocytes 

humains, et in vivo dans le modèle de la drosophile. Ce travail a été effectué en collaboration avec le 

groupe de Matias Simons qui dirige l’équipe « Biologie et maladies épithéliales » à l’Institut Imagine et 

qui utilise la drosophile comme modèle d’étude principal. L’ensemble des résultats obtenus sur ce 

projet ont fait l’objet d’un article publié dans le journal PLOS Genetics en 2018 dans lequel je suis co-

premier auteur (cf. Annexe 1). Je vous présenterai ci-après uniquement les résultats issus de mon 

travail effectué au cours de mes années à l’EPHE (depuis septembre 2017). Mes objectifs principaux 

étaient d’une part d’étudier la contribution de chacune des variations ADD p.E659Q et KAT2B p.F307S 

aux phénotypes observés chez la drosophile afin de permettre d’établir une corrélation génotype-

phénotype chez les patients et d’autre part d’étudier la possibilité d’un effet synergique de ces deux 

mutations.  

C. Matériels et méthodes 
 

1. Modèle de la drosophile 
 

Afin de réaliser les expériences, nous avons dû croiser différentes lignées de drosophiles. Nous 

avons utilisé deux approches pour répondre à notre problématique.  

Dans un premier temps, nous avons créé des lignées pour Htsnull et Gcn5null (respectivement 

homologues de ADD3 et KAT2B) afin d’étudier les mutations séparément. Pour cela, nous avons utilisé 

les déficiences qui sont des outils génétiques permettant de déléter la région génomique porteuse du 

gène d’intérêt sur un allèle (respectivement Df(2R) pour hts et Df(3L) pour Gcn5). Afin d’exprimer 

ADDαγ WT sur un fonds génétique htsnull, nous avons créé la condition htsnull/Df(2R) ; ADDαγ WT qui 

correspond au croisement entre les drosophiles htsnull à l’état hétérozygote et qui expriment les 

transgènes ADDα et ADDγ WT (sous contrôle du promoteur de la tubuline permettant l’expression 

ubiquitaire des transgènes (tub>) grâce au système UAS-Gal4) avec les drosophiles Df(2R) (Figure 22-

A). Ce système permet la synthèse de la protéine Gal4 grâce à un promoteur ubiquitaire ou spécifique 

d’un tissu. Par exemple, les promoteurs de la tubuline ou du gène Dautherless peuvent être utilisés 

pour une expression ubiquitaire du transgène (noté tub> ou da>) (Figure 23-A).  La construction ADDαγ 
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p.E659Q a été créée de la même manière que celle décrite précédemment pour ADDαγ WT. Nous 

avons réalisé la même méthode pour réaliser les lignées Gcn5. La lignée Gcn5E333st (don de C. Carré) a 

été généré par l’insertion d’un codon stop, conduisant à la synthèse d’une protéine tronquée à partir 

de la position 333. La condition Gcn5E333st/Df(3L) ; Gcn5 WT correspond à la génération F1 des 

drosophiles obtenues à partir d’un croisement entre les drosophiles KO pour Gcn5 à l’état 

hétérozygote (appelé Gcn5E333st), qui expriment le transgène Gcn5 WT et les drosophiles Df(3L). Il en 

va de même pour la construction Gcn5 p.F304S (Figure 22-B). Les constructions sont exprimées de 

manière ubiquitaire grâce au promoteur du gène Dautherless (da>) et de manière spécifique 

directement dans les néphrocytes grâce au promoteur du gène Dorothy (dot>). La lignée yw 

correspond à une lignée WT. 

 

Figure n°22 : Croisement des Drosophiles pour obtenir les lignées Htsnull/Df(2R);UAS-ADD3WT et UAS-
Gcn5WT ;Gcn5E333st/Df(3R)  
La couleur rouge permet d’indiquer les drosophiles choisis pour les expériences. Les mêmes croisements ont été réalisés pour 
les conditions Htsnull/Df(2R);UAS-ADD3 E659Q et UAS-Gcn5 F307S ;Gcn5E333st/Df(3R). Cyo est un balancer permettant de 
discriminer les drosophiles par leur ailes recourbées. Les balancers empêchent la recombinaison entre les chromosomes 
homologues, ils sont donc létal embryonnaire à l’état homozygote (drosophiles grises). Les drosophiles portant le balancer 
Tm6b ont plus de poils sur les épaules ce qui permet de les reconnaitre. (A) Exemple des combinaisons génétiques possibles 
lors d’un croisement entre ;Htsnull/Cyo;UAS-ADD3WT et ;Df(2R)/Cyo ainsi que (B)  entre Gcn5WT/Cyo ;Gcn5E333st/Tm6b 
et ;WT/WT; Df(3L) 
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Dans un deuxième temps, nous avons étudié la possibilité d'un effet synergique entre les deux 

gènes, en exprimant la protéine humaine ADDγ WT ou mutée (toujours associée à l’expression de la 

protéine ADDα) sur un fonds génétique où l’expression des deux gènes endogènes hts et Gcn5 a été 

réduite (appelé double KD htsRNAi/ Gcn5RNAi) en utilisant deux ARN interférents (appelé RNAi) qui 

vont s’exprimer uniquement dans les néphrocytes de la drosophile (utilisation de Dot>). La lignée 

exprimant ADD WT sur un fonds double KD htsRNAi/ Gcn5RNAi correspond à la génération F1 des 

drosophiles obtenues d’un croisement entre les drosophiles KD pour le gène htsRNAi/ Gcn5RNAi et 

les drosophiles portant les transgènes ADDαγ WT. Il en va de même pour la construction ADD 

p.E659Q. L’expression du RNAi se fait de la même manière que décrite précédemment, en utilisant 

le système UAS-Gal4, la séquence du RNAi étant placée en aval de la séquence activatrice UAS (Figure 

23-B). 

 

Figure n°23 : Les différentes utilisations du système UAS-GAL4 chez la drosophile. 
(A) Utilisation du système UAS-Gal4 pour exprimer ADD3, (B) pour exprimer le RNAi ou siRNA dirigé contre le gène Hts. 
 

2. Immunofluorescence 
 

Cette technique permet de détecter par immunofluorescence une protéine spécifiquement 

grâce à des anticorps dirigés contre cette dernière et des anticorps couplés à un fluorochrome. Cela 

nous permet de vérifier l’expression et la localisation de cette protéine. Les drosophiles ont été 

disséquées un jour après éclosion puis fixées à 100°C dans une solution de NaCl 0,7 % avec 0,05 % 

Triton X-100 pendant 5 secondes. Elles ont ensuite été incubées à 4°C pendant 12 h avec des anticorps 

primaires reconnaissant les protéines KIRRE et PYD (dilution1/200 en PBS 1X/0.05 % Triton X-100). 

Après 3 rinçages pendant 5 min en PBS 1X/0,05 % Triton X-100, l’anticorps secondaire est incubé 

(dilution 1/200 en PBS 1X/0,05 % Triton X-100) pendant 2h à température ambiante. Après 3 rinçages 

pendant 5 min en PBS 1X/0,05 % Triton X-100, les drosophiles disséquées sont rincées en PBS 1X puis 
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mises sur une lame grâce au milieu de montage Fluoprep. Après une nuit à 4°C, les images sont prises 

au microscope confocal (Leica TSC SP8) à la plateforme de microscopie d’Imagine. 

3. Test de géotaxie 
 

Ce test permet de mettre en évidence un défaut d’orientation spatiale et des difficultés de 

coordination chez les drosophiles. Pour réaliser ce test, les drosophiles sont transférées dans un tube 

gradué et après tapotement pour les faire tomber au fond du tube, le nombre de centimètres grimpés 

en 8 secondes par les drosophiles est mesuré (Gargano et al., 2005). 

4. Statistiques 
 

Les quantifications ont été réalisées sur trois expériences indépendantes avec le test 

statistique one-way ANOVA grâce au logiciel GraphPad Prism version 5. Pour toutes les figures : ns, 

non significatif, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.  

D. Résultats 
 

La drosophile étant un organisme moins complexe que les mammifères, il existe des gènes 

paralogues présents chez l’homme qui n’ont qu’un seul orthologue chez la drosophile. Pour adducine, 

il n’existe que le gène hu li tai shao ou hts, orthologue des trois gènes ADD1, ADD2 et ADD3 chez 

l’homme. La région protéique d’ADDγ où se trouve l’acide aminé muté E659 n’étant pas conservée 

chez la drosophile, le gène humain ADD3 a été utilisé dans les expériences de « sauvetage » chez la 

drosophile. Pour KAT2B, il existe le gène Gcn5 qui est en fait l’orthologue chez la drosophile du gène 

KAT2A, un paralogue du gène humain KAT2B. La région où est localisée la mutation de KAT2B étant 

bien conservée entre la drosophile et l’homme, il a été possible de réaliser les expériences de 

sauvetage avec le gène Gcn5, la variation protéique p.F307S de KAT2B se trouvant en position 304 de 

la protéine Gcn5.   

1. Effet de chaque mutation sur le phénotype des drosophiles htsnull 

ou Gcn5null 
 

Pour valider la pathogénicité des mutations, nous avons dans un premier temps étudié leur 

impact sur le phénotype global de drosophiles hémizygotes htsnull ou Gcn5null c’est-à-dire qui 

n’expriment qu’une copie du gène hts ou Gcn5. En effet, les drosophiles déficientes pour Hts (appelé 

Htsnull) meurent à la fin du stade larvaire avec seulement 6 % des individus qui atteignent le stade 

adulte (Ohler et al., 2011). Les drosophiles Htsnull survivantes ont des mouvements désordonnés, une 

désorganisation des facettes composant l’œil et une incapacité à voler. Quant aux drosophiles 

déficientes pour Gcn5 (Gcn5E333st  nommée ci-après Gcn5null), elles meurent entre la fin du stade larvaire 

et le début du stade pupe, et aucun survivant n’est observé (Carré et al., 2005). Ainsi, pour étudier 
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l’effet d’une mutation, nous avons exprimé cette mutation dans ces mouches déficientes et observé 

le phénotype qui en résulte.  

a) Étude de la mutation ADDγ p.E659Q sur fonds htsnull 

 
Du fait de l'hétérodimérisation des protéines ADDα et ADDγ, il a été décidé d’introduire aussi 

le gène ADD1 de façon à obtenir des dimères ADDαγ. En effet, nous avons montré que l’expression 

d’ADDα ou de la forme sauvage de l’ADDγ (ADDγ WT) seule ne permet pas de restaurer une viabilité 

normale des mouches déficientes, contrairement à l’expression simultanée de l’ADDα et de l’ADDγ WT 

(ADDαγ WT) qui permet une augmentation de 60 % de la viabilité des mouches adultes (Figure 24-A). 

Ce résultat illustre l’importance de la dimérisation des ADDα et ADDγ. De la même façon, afin d’étudier 

l’effet de la variation protéique ADDγ p.E659Q, nous avons exprimé l’ADDαγ p.E659Q dans les 

drosophiles htsnull. Les mouches exprimant l’ADDαγ p.E659Q ont une viabilité significativement 

diminuée comparée aux mouches exprimant l’ADDαγ WT (Figure 24-A). L’étude des mouches 

« survivantes » ADDαγ WT et ADDαγ p.E659Q montre qu’elles ne présentent aucun défaut au niveau 

des yeux et de la morphologie des ailes comme décrit pour les mouches survivantes htsnull (Figure 24-

B). Cependant, grâce à un test de géotaxie, nous avons pu montrer que les mouches survivantes htsnull 

exprimant la protéine mutée ADDαγ p.E659Q présentent un défaut d’orientation spatiale et des 

difficultés de coordination, ce qui se traduit par une réduction d’un tiers du nombre de centimètres 

escaladés par rapport aux mouches exprimant l’ADDαγ WT, témoin d’un défaut neurologique chez la 

drosophile (Figure 24-C). Ces résultats suggèrent qu’ADDγ p.E659Q est une mutation qui conduit à une 

protéine moins efficace que la protéine sauvage (appelé mutation hypomorphe) chez la drosophile.  

 

Figure n°24 : Étude des différents transgènes ADD1 et/ou ADD3 sur fonds Htsnull. 
(A) Expérience de viabilité par quantification du nombre de drosophiles atteignant l’âge adulte en fonction de leur génotype 
un jour après éclosion. (B) Analyse phénotypique des drosophiles yw/Df(2R), hts null/Df(2R) et exprimant ADDαγ WT ou ADDαγ 
p.E659Q sur le fonds génétique htsnull. Échelle : 1 mm pour le corps, 500 µm pour les ailes et 200 µm pour l’œil. (C) Expérience 
de géotaxie sur les drosophiles parvenant à l’âge adulte. 
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b) Étude de la mutation KAT2B p.F307S sur fonds Gcn5null 

 
Nous avons dans un premier temps montré que les drosophiles déficientes Gcn5null exprimant 

les protéines humaines KAT2A ou KAT2B seules, ou la combinaison des deux ne sont pas viables à l’âge 

adulte et meurent à la fin du stade larvaire suggérant que les orthologues humains ont des fonctions 

et une structure différente du gène Gcn5 de drosophile (Figure 25-A). Nous avons donc utilisé la 

protéine Gcn5 de la drosophile. Afin d’étudier l’effet de la variation protéique KAT2B p.F307S, nous 

avons exprimé chez les mouches Gcn5null, les protéines Gcn5 WT ou Gcn5 p.F304S. Nous avons 

également utilisé la variation Gcn5 p.S478F comme contrôle négatif car elle correspond à la variation 

p.S502F retrouvée à l’état homozygote chez un individu sain dans une banque de données constituée 

dans l’équipe et elle est prédite comme potentiellement délétère par les logiciels de prédiction. Nous 

avons ainsi montré que lorsque Gcn5 WT ou Gcn5 p.S478F sont exprimées sur le fonds Gcn5null, il y a 

une augmentation de plus de 95 % de la viabilité des mouches à l’âge adulte alors que lorsque Gcn5 

p.F304S est exprimée, cette viabilité est très fortement diminuée (Figure 25-A). D’autre part, alors que 

les mouches exprimant Gcn5 p.S478F sont normales à l’âge adulte, les drosophiles exprimant Gcn5 

p.F304S qui parviennent à survivre ont une désorganisation des facettes qui composent l’œil, des ailes 

boursouflées, une incapacité à voler et environ 40 % des animaux ont des défauts de morphologie des 

pattes (Figure 25-B). Ces résultats suggèrent que KAT2B p.F307S est une mutation perte de fonction 

chez la drosophile. 

 

Figure n°25 : Étude des différents transgènes Gcn5 sur fonds Gcn5null. 
(A) Quantification du nombre de drosophiles atteignant l’âge adulte en fonction de leur génotype un jour après éclosion. (B) 

Analyse phénotypique des drosophiles exprimant Gcn5 WT, Gcn5 p.F304S ou Gcn5 p.S478F sur le fonds Gcn5null. Échelle : 500 

µm pour les ailes et les pattes ainsi que 200 µm pour l’œil. 
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2. Effet de chaque mutation sur le phénotype rénal des drosophiles 

htsnull ou Gcn5null 
 

Le système rénal chez la drosophile est composé des néphrocytes de Garland (NGs) et 

péricardiques (NPs) qui réalisent la filtration de l’hémolymphe. C’est à la surface de ces néphrocytes 

que se trouvent les diaphragmes de fente (cf Introduction). Dans les NGs, la protéine Hts est localisée 

sous le diaphragme de fente alors que Gcn5 est exprimée dans le noyau. Pour démontrer le rôle majeur 

d’une protéine dans l’intégrité du diaphragme de fente (DF), il est possible de faire des immuno-

marquages avec des anticorps spécifiques de protéines membranaires des néphrocytes telles que 

KIRRE et PYD, orthologues des protéines NEPH1 et ZO-1, respectivement, qui sont exprimées au niveau 

du DF chez les mammifères. Ce type de marquage permet ainsi d’observer la morphologie et le nombre 

des néphrocytes, mais également d’observer la perte des marquages en cas de défaut de l’intégrité 

des néphrocytes. 

a) Impact de la mutation ADDγ p.E659Q sur les néphrocytes 

péricardiques 

 
Nous avons donc disséqué les néphrocytes péricardiques (NPs) à 15 jours sur les mouches survivantes 

htsnull exprimant ADDαγ WT ou ADDαγ p.E659Q puis réalisé des marquages avec les anticorps contre 

KIRRE et PYD (Figure 26-A). La quantification du nombre de néphrocytes qui exprime KIRRE et PYD n’a 

pas permis de mettre en évidence de différence entre les mouches exprimant ADDαγ WT ou ADDαγ 

p.E659Q suggérant que la variation protéique ADDγ p.E659Q n’entraîne pas de phénotype rénal chez 

la drosophile (Figure 26-B).  

 
Figure n°26 : Néphrocytes péricardiques à 15 jours issus des mouches déficientes Htsnull exprimant ADDαγ WT ou 
ADDαγ p.E659Q.  

(A) Néphrocytes péricardiques marqués avec les anticorps KIRRE (rouge) et PYD (bleu). Échelle : 30µm. (B) Quantification du 
nombre de néphrocytes en fonction de la condition. 
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b) Impact de la mutation Gcn5 p.F304S sur les néphrocytes péricardiques 

 
Le même type d’expérience a été réalisé sur les mouches déficientes Gcn5null exprimant Gcn5 

WT ou Gcn5 p.F304S et qui atteignent l’âge adulte. La majorité des mouches exprimant la mutation 

Gcn5 p.F304S présentent une distribution et une forme anormales des néphrocytes péricardiques avec 

un positionnement courbé autour du cœur alors que les néphrocytes péricardiques des mouches 

exprimant Gcn5 WT sont alignés de façon rectiligne le long du cœur comme dans le contrôle (Figure 

27-A).  Une diminution significative du nombre de néphrocytes exprimant KIRRE et PYD est également 

observée (Figure 27-B). Ces résultats suggèrent que la variation protéique KAT2B p.F307S est 

responsable d’un phénotype rénal chez la drosophile.  

 

Figure n°27 : Néphrocytes péricardiques issus de mouches exprimant Gcn5 WT et Gcn5 p.F304S sur fonds Gcn5null. 
(A) Néphrocytes péricardiques disséqués à partir des mouches déficientes Gcn5null ayant atteint l’âge adulte (7-15 jours) après 
éclosion et exprimant Gcn5 WT ou Gcn5 p.F304S marqués avec les anticorps KIRRE (rouge) et PYD (bleu). Échelle : 30µm. (B) 
Quantification du nombre de néphrocytes péricardiques avec un phénotype normal. Les néphrocytes avec une mauvaise 
position, une forme anormale, plusieurs noyaux, des noyaux fragmentés ou un nombre réduit de néphrocytes (<20) ont été 
évalués. Si aucune de ces caractéristiques est retrouvées le score obtenu est « normal », une caractéristique : 
« intermédiaire », deux caractéristiques : « moyennement sévère » et plus de deux : « sévère ».  
 

3. Étude des effets synergiques d’ADDγ et KAT2B spécifiquement 

dans les néphrocytes  
 

a) Effets synergiques de hts et Gcn5 après extinction de leur expression  

 
  En prenant en compte les résultats précédents, nous avons émis l’hypothèse que les deux 

mutations ADDγ p.E659Q et KAT2B p.F307S sont nécessaires à l’apparition des défauts rénaux 

précoces. Pour tester cette hypothèse, l’expression des gènes hts et Gcn5 a été diminuée par ARN 

interférence en utilisant des RNAi exprimés de façon spécifique dans les néphrocytes chez la 

drosophile. Dans un premier temps, nous avons évalué la contribution de chaque gène en diminuant 

l’expression de hts (appelé htsRNAi) ou de Gcn5 (appelé Gcn5RNAi) par un siARN. Ensuite, nous avons 

évalué la synergie des deux gènes en réalisant un double KD de hts et Gcn5 (appelé double KD htsRNAi/ 
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Gcn5RNAi). L’objectif de cette expérience était de connaître l’effet de la diminution d’expression de ces 

deux gènes sur les néphrocytes de la drosophile adulte. Dans le cas d’une synergie entre hts et Gcn5, 

une aggravation du phénotype observé dans les simples KD (htsRNAi ou Gcn5RNAi) est attendu.  Après 

quantification du nombre de néphrocytes péricardiques à 3 jours après éclosion, dans les conditions 

de htsRNAi ou Gcn5RNAi, il n’a pas été observé de diminution significative du nombre de néphrocytes 

péricardiques alors qu’une diminution d’un tiers des néphrocytes est observée dans le double KD 

htsRNAi/ Gcn5RNAi (Figure 28-A-B). Lorsque cette même expérience est réalisée à 15 jours après éclosion, 

une diminution du nombre de néphrocytes est également observée dans les conditions htsRNAi et 

Gcn5RNAi simple (Figure 28-C). Ce résultat soutient l’idée d’une synergie entre les deux gènes ADD3 et 

KAT2B car un effet plus précoce est observé dans le double KD htsRNAi/ Gcn5RNAi. 

 
Figure n°28 : Effet synergique entre les gènes hts et Gcn5 sur les néphrocytes péricardiques à 3 jours et à 15 jours. 
(A) Néphrocytes péricardiques disséqués des mouches adultes htsRNAi, Gcn5RNAi et KD htsRNAi/Gcn5RNAi 3 jours après éclosion, 
marqués avec les anticorps dirigés contre KIRRE (rouge) et PYD (bleu). Échelle : 30 µm. (B) Quantification du nombre de 
néphrocytes exprimant KIRRE et PYD à 3 jours (C) à 15 jours. 
 

 

b) Effets synergiques des mutations ADDγ p.E659Q et KAT2B p.F307S 

après extinction de leur expression  
 

Considérant que la mutation de KAT2B correspond à une perte de fonction presque complète, 

nous avons effectué un double KD htsRNAi/ Gcn5RNAi et ré-exprimé uniquement les transgènes adducine-

αγ, évitant ainsi la complexité de combiner dans une mouche, les allèles htsRNAI et Gcn5RNAI ainsi que 

les différents transgènes ADDα et Gcn5 sous le contrôle d’un seul « driver » GAL4. Pour étudier le rôle 

spécifique de la mutation ADDγ p.E659Q, nous avons décidé de ré-exprimer la protéine ADDαγ WT ou 

ADDαγ p.E659Q sur un fonds double KD htsRNAi/ Gcn5RNAi et de quantifier le nombre de néphrocytes qui 

expriment les marqueurs de différenciation KIRRE et PYD à 3 jours après éclosion. Ainsi, en comparant 

les néphrocytes des mouches exprimant ADDαγ WT dans ces conditions, une diminution d’au moins la 

moitié du nombre de néphrocytes exprimant KIRRE et PYD a été observée chez les mouches exprimant 

la protéine mutée ADDαγ p.E659Q ; de façon similaire à ce qui est observé chez les drosophiles avec 
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le double KD htsRNAi/Gcn5RNAi (Figure 29-A). Les résultats de ces expériences nous permettent de 

conclure qu’avec le double KD htsRNAi/ Gcn5RNAi, ADDαγ p.E659Q ne restaure pas le phénotype sauvage 

alors qu’il y a une restauration partielle avec la protéine WT (Figure 29-B). Le fait que sur le fonds htsnull 

seul ou sur le fonds Gcn5null seul, il n’y avait pas de défaut rénal nous conforte dans l’idée d’une 

synergie entre ADD3 et KAT2B (Tableau 4). 

 
Figure n°29 : Néphrocytes péricardiques à 3 jours issus de mouches exprimant ADDαγ WT ou ADDαγ p.E659Q sur 
un fonds double KD HtsRNAi et Gcn5RNAi. 
(A) Néphrocytes péricardiques disséqués des mouches adultes ADDαγ p.E659Q sur fonds double KD htsRNAi/Gcn5RNAi 3 jours 
après éclosion, marqués avec différents anticorps KIRRE (rouge) et PYD (bleu). Échelle : 30 µm. (B) Quantification du nombre 
de néphrocytes exprimant KIRRE et PYD.  
 

 
 

Tableau n°4 : Phénotypes observé dans les différentes conditions testées. 
 

E. Discussion – conclusion 
 

Au cours de cette étude, nous avons validé la pathogénicité de deux variants identifiés dans 

deux gènes différents (ADD3 E659Q et KAT2B F307S) chez les individus d’une même famille présentant 

un SNCR, une cardiomyopathie et des défauts neurologiques. Le modèle de la drosophile nous a permis 

de valider l’effet de chaque mutation, mais aussi l’effet des deux mutations combinées grâce à 

l’expression de chacun des gènes d’intérêt avec le système UAS-Gal4.  

 Nous avons dans un premier temps exprimé les gènes séparément pour étudier l’impact de 

chacune des mutations. Nous avons ainsi montré que l’expression de la mutation ADDγ p.E659Q à elle 

seule n’est pas suffisante pour générer un phénotype rénal chez la drosophile. Cependant, les mouches 

développent des défauts d’orientation spatiale et des difficultés de coordination, reflet de défauts 

neurologiques chez la drosophile. Ces défauts sont en accord avec ceux observés chez les patients qui 

Cérébral Rénal

Hts KO + ADD p.E659Q Défauts neurologiques Absence de défauts rénaux à 15 jours

Gcn5 KO + Gcn5 p.F307S / Défauts rénaux mineures à 15 jours
Hts KD + Gcn5 KD + ADD p.E659Q / Défauts rénaux rénaux majeurs dès 3 jours
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sont mutés seulement dans le gène ADD3, c'est-à-dire des défauts neurologiques et une absence de 

symptômes rénaux (Kruer et al., 2013). En revanche pour KAT2B, aucun patient porteur d’une 

mutation et de défauts neurologiques n’a été identifié jusqu’à présent. Pour KAT2B, nous avons 

montré que les mouches exprimant la mutation Gcn5 p.F304S sur fonds Gcn5null ne présentent pas de 

défauts des néphrocytes de Garland au stade larvaire, mais elles ont des défauts au niveau des 

néphrocytes péricardiques à l’âge adulte (réduction du nombre, morphologie et localisation 

anormales) confirmant le fait que la mutation Gcn5 p.F304S altère la fonction de Gcn5 dans les 

néphrocytes. De façon intéressante, nous avons montré chez les mouches Gcn5null, que bien que 

normaux au stade larvaire, les néphrocytes de Garland ont un niveau d’acétylation diminué qui peut 

revenir à la normale lorsque l’on exprime Gcn5 WT, mais pas Gcn5 p.F304S (voir Annexe 1).  Cependant, 

ce défaut rénal mineur n’explique pas l’atteinte rénale précoce observée chez les patients de la famille 

consanguine étudiée (protéinurie à 13 ans). Il est également intéressant de noter qu’un enrichissement 

de variants rares de KAT2B a été mis en évidence dans une population de patients ayant une atteinte 

glomérulaire sporadique, suggérant que KAT2B pourrait être un facteur de susceptibilité dans des 

formes de protéinurie ayant différentes causes (Yu et al., 2016). Il existe également un modèle murin 

d’invalidation du gène KAT2B (par interférence à l’ARN) qui ne présente pas de protéinurie à 12 

semaines et dont les pédicelles des podocytes sont majoritairement normaux (Yu et al., 2016). Cette 

absence de phénotype peut être due à la redondance avec le gène KAT2A qui n’est pas invalidé dans 

ce modèle, alors qu’il a été montré que la perte de KAT2B peut être compensée par KAT2A au cours 

du développement murin (Xu et al., 2000). Néanmoins, KAT2B est fortement exprimé chez la souris 

dans le cœur et le rein, en particulier dans les podocytes (Boerries et al., 2013; Yu et al., 2016). Ainsi, 

la mutation Gcn5 p.F307S entraine dans un fond Gcn5RNAi une diminution du débit cardiaque, une 

arythmie ainsi qu’un raccourcissement du diamètre diastolique, en accord avec les anomalies 

cardiaques observées chez les patients (voir article en Annexe 1).  

Dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés à la possibilité d’une synergie entre 

les deux gènes pour expliquer l’atteinte rénale précoce observée chez les patients de la famille A. Il a 

été montré plusieurs fois dans la littérature qu’une action combinée de deux gènes peut générer 

l’apparition de symptômes plus précoces ou l’apparition de défauts dans un nouvel organe (Lemmers 

et al., 2012; Mariot et al., 2015). Pour tester cette synergie dans le modèle drosophile, nous avons ré-

exprimé les protéines ADDαγ WT et ADDαγ p.E659Q sur un fonds double KD htsRNAi/ Gcn5RNAi pour les 

gènes de la drosophile, hts et Gcn5. Les résultats de cette expérience nous montrent qu’une déplétion 

de Gcn5 mais également de hts est nécessaire pour l’apparition d’un phénotype rénal précoce. Bien 

qu’ADD3 et KAT2B soient présents sur deux chromosomes différents (respectivement les 

chromosomes 10 et 3), il est possible qu’ils soient sur des territoires chromosomiques proches. KAT2B 
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étant une protéine ayant un rôle dans l’ouverture de la chromatine lors de la transcription grâce à 

l’acétylation des histones, nous pouvons imaginer que le gène ADD3 soit une cible de cette 

acétyltransférase. Cela pourrait être testé par immunoprécipitation de la chromatine. De plus, il a déjà 

été montré que KAT2B acétyle une grande variété de protéines dont des régulateurs du cytosquelette 

connus pour être responsables de glomérulopathies héréditaires ou de cardiomyopathies quand ils 

sont mutés (Fournier et al., 2016), comme par exemple ACTN4 (Kaplan et al., 2000) et TTC21B (Huynh 

Cong et al., 2014). 

Bien que le mécanisme d’action exact entre ADD3 et KAT2B reste à élucider, l’ensemble de ces 

résultats est en faveur d’une action synergique entre les mutations de ces deux gènes quant à 

l’apparition du phénotype rénal précoce. Ainsi les mutations homozygotes dans KAT2B et dans ADD3 

pourraient conduire à l’apparition d’une atteinte rénale relativement précoce, en plus du phénotype 

neurologique qui est habituellement observé chez les patients portant des mutations dans le gène 

ADD3. De manière générale, ces résultats peuvent servir de modèle pour l’identification de nouvelles 

relations entre différents gènes, confirmant que la drosophile est un modèle pertinent pour l’étude 

des maladies génétiques humaines. Cela permettra une meilleure compréhension des causes 

génétiques chez les patients atteints de néphropathie.  
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2ÈME PARTIE : RÔLE DU COMPLEXE KEOPS DANS LA 

PHYSIOPATHOLOGIE DU GAMOS  
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A. Contexte 
Le laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années au syndrome de Galloway-Mowat (GAMOS), 

une maladie héréditaire très rare de transmission autosomique récessive caractérisée par l’association 

d’un syndrome néphrotique cortico-résistant (SNCR), d’anomalies neurologiques et d’une 

microcéphalie. Après avoir identifié le premier gène, impliqué dans le GAMOS (Colin et al., 2014), le 

laboratoire en collaboration avec le groupe de F. Hildebrandt a identifié des mutations dans les gènes 

codant les 4 sous-unités du complexe KEOPS qui sont OSGEP, LAGE3, TP53RK et TPRKB (Braun et al., 

2017). Ce complexe est impliqué dans la biosynthèse de la modification universelle t6A des ARN de 

transfert (ARNt). Or, les modifications post-transcriptionnelles des ARNt sont essentielles à leur 

fonction améliorant l’efficacité et la fidélité de la traduction. De plus, il a déjà été montré que de 

nombreuses maladies neurodéveloppementales sont dues à des défauts de modifications des ARNt 

(Ramos and Fu, 2019). Nos travaux collaboratifs avec l’équipe de F. Hildebrandt ont montré que 

lorsque l’expression des gènes OSGEP, TP53RK ou TPRKB est diminuée par interférence à l’ARN 

(« knockdown », KD) dans des lignées de podocytes humains, divers processus cellulaires sont 

perturbés, notamment la prolifération, l’apoptose et la synthèse du t6A (Braun et al., 2017). D’après 

nos connaissances actuelles, OSGEP est la sous-unité catalytique du complexe, cependant, la fonction 

précise des autres sous-unités du complexe KEOPS n’est pas encore connue. De façon intéressante, la 

protéine humaine C14ORF142 (dénommée à présent GON7), qui est une protéine de petite taille ayant 

une structure désordonnée, c’est-à-dire sans structure tridimensionnelle stable, a été récemment 

identifiée comme étant l’orthologue de Gon7, la 5ème sous-unité du complexe KEOPS de levure (Wan 

et al., 2017). Des expériences in vitro chez la levure ont montré que l’ensemble du complexe KEOPS 

fonctionnerait sous forme d’un homodimère via Pcc1, l’orthologue de LAGE3, ce dernier jouant un rôle 

de plateforme de dimérisation (Costessi et al. 2012, Wan et al., 2016). Récemment, l’équipe de Wan 

et al., a montré que l’interaction de LAGE3 avec GON7 empêche la dimérisation du complexe KEOPS 

via LAGE3 (complexe présent sous forme d’un octamère) avec pour conséquence un complexe sous 

forme de pentamère qui fonctionne de façon moins efficace entrainant une diminution de la quantité 

de t6A synthétisée par le complexe KEOPS (Figure 30, Wan et al. 2017). Ces résultats suggèrent que 

l’interaction de GON7 modulerait la fonction du complexe KEOPS, la présence de GON7 augmentant 

l’activité de biosynthèse du t6A. 

 

 

Figure n°30 : Schéma de la dimérisation du complexe KEOPS en fonction de la présence de GON7 (adapté de 

Wan et al. 2017) 



54 
 

 En parallèle, dans mon laboratoire d’accueil, des études ont été menées pour mieux 

comprendre le rôle de GON7 au sein du complexe KEOPS et des mutations ont récemment été 

identifiées dans les gènes GON7 et YRDC, ce dernier codant l’enzyme YRDC qui réalise la première 

étape dans la biosynthèse du t6A (voir III.C. 3. dans Introduction). L’ensemble des résultats obtenus 

ont fait l’objet d’un article publié dans Nature Communications en 2019 dans lequel je suis 4ème co-

auteur (voir Annexe 2). De plus, pour modéliser la physiopathologie du GAMOS, un premier modèle 

murin invalidé pour le gène Gon7 (« knock-out », KO) avait été généré au laboratoire avant mon arrivée 

sur ce projet, GON7 étant le seul gène où une mutation non-sens a été trouvée à l’état homozygote 

chez les patients. Cependant, cette lignée Gon7 KO ne présente aucun phénotype au niveau du cerveau 

et du rein. Un second modèle de KO a été établi au laboratoire pour le gène Osgep (avec la délétion 

d’une paire de base) en utilisant la technique d’édition du génome CRISPR/Cas9 (Wu et al., 2013; 

Okamoto et al., 2019). Cependant, le KO total du gène Osgep est létal à un stade embryonnaire très 

précoce empêchant toute étude du phénotype des animaux homozygotes. Ces deux modèles n’ont 

donc pas permis d’étudier le développement de la pathologie du GAMOS.  

B. Objectifs de recherche 

Les objectifs principaux de ce projet consistent à mieux comprendre la fonction du complexe 

KEOPS en utilisant une approche in vitro dans des modèles cellulaires, et d’étudier la physiopathologie 

du GAMOS in vivo en utilisant des modèles murins. Les expériences in vitro avaient pour but d’étudier 

en particulier le rôle des protéines GON7 et LAGE3. Les expériences in vivo avaient pour objectif 

d’établir des modèles murins de « knock-in » (KI) par la technique CRISPR/Cas9 pour étudier l’impact 

de deux mutations sur les fonctions rénales et cérébrales : la première mutation se situe dans le gène 

OSGEP (p.R325Q) et la seconde dans le gène LAGE3 (p.F137S), ces deux mutations ayant été identifiées 

chez des patients avec GAMOS.   

C. Matériels et Méthodes 
 

1. Culture cellulaire et transfection dans les HEK293T 

La lignée de cellules HEK293T (cellules humaines dérivées de rein embryonnaire 

immortalisées) sont cultivées à 37°C dans du milieu complet DMEM: Dulbecco’s modified eagles’s 

medium 1X (Invitrogen, 41966-029), supplémenté par 10 % de SVF, 100 unités/ml de 

pénicilline/streptomycine, et 2 nM de L-glutamine (appelé DMEM complet). 1 million de cellules sont 

ensemencées dans une boite de culture de 10 cm (B10). Après adhésion des cellules sur la boîte, les 

cellules sont transfectées avec 5 µg de plasmides grâce à la Lipofectamine 2000 (ThermoFisher, 11668-

019) (ratio de 1/3 soit 1 µg ADN pour 3 µl de lipofectamine). Dans un tube de 1,5 ml, 625 µl de milieu 
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Optimem (1X) (ThermoFisher, 31985-047) sont mélangés avec 15 µl de lipofectamine. Dans un second 

tube, 625 µl de milieu Optimem (1X) sont mélangés avec 5 µg de plasmide. Après 5 minutes 

d'incubation, les deux tubes sont mélangés. Le mélange réactionnel est incubé 15 min à température 

ambiante puis distribué goutte à goutte sur les cellules. Pour la co-transfection de GON7-LAGE3, les 

quantités de plasmides et le volume de lipofectamine sont doublés. Le milieu de culture est changé 

après 5h de transfection avec du DMEM 1X complet.  

2. Western Blot 

La technique du western blot (WB) est une méthode qui permet la détection et l'identification 

de protéines d’intérêt dans un échantillon biologique à l'aide d'anticorps dirigés contre ces protéines. 

Les extraits protéiques sont obtenus après lyse cellulaire avec le tampon de lyse [NaCl 150 mM, Tris-

HCl 50 mM pH 7, Triton 0,5 % avec des inhibiteurs de protéases et phosphatase (Complete et Phostop, 

Roche)]. Les protéines contenues dans le lysat sont dosées par dosage BCA (Thermo Scientific Pierce, 

23225). Les protéines (50 µg) sont mélangées au bleu de charge Laemmli 2X (sigma, S3401-1VL) puis 

dénaturées à 95°C pendant 10 min. Les échantillons sont ensuite déposés sur le gel SDS-PAGE et mis à 

migrés pendant 1 h 30 à 100 V. Un marqueur de taille (Biorad, 161-0394) est utilisé pour avoir le profil 

de migration. Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose avec le Trans-Blot 

Turbo (Biorad, 1704150) durant 10 min. La membrane est ensuite bloquée avec la solution Licor TBS 

(LI-COR, 927-70010) pendant 1 h et hybridée avec l’anticorps primaire correspondant au tag de chaque 

protéine à 4°C pendant 12 h (anti-HA et anti-V5, respectivement 12CA5 et V8137-2MG, dilution au 

1/1000). Après trois lavages en PBS-tween (PBST) de 5 min, la membrane est incubée avec l’anticorps 

secondaire (LI-COR, 926-68072, dilution 1/15 000) pendant 30 min à l’obscurité. La membrane est 

lavée trois fois en PBS-tween (PBST) pendant 5 min. La révélation se fait sur la machine Licor (Odyssey 

Clx). 

3. Conception et validation des guides CRISPR 
 

La technique du CRISPR (Clustered Regular Interspaced Short Palindromic Repeats) permet de 

couper de manière ciblée l’ADN génomique (Figure 31). La protéine Cas9 (CRISPR-associated protein 

9) est une endonucléase d’ADN guidée par un ARN, qui coupe les deux brins de la double hélice d’ADN. 

Cette technique utilise également un ARN guide (ARNg) c’est-à-dire un ARN simple brin composé d’une 

séquence complémentaire de la séquence d’intérêt fusionnée à une séquence en épingle à cheveux 

qui permet la liaison à la Cas9. L’ARNg dirige la Cas9 à l’endroit où l’ADN génomique (ADNg) doit être 

coupé (proche de la position de la mutation, respectivement p.R325Q et p.F137S pour les gènes Osgep 

et Lage3). Une fois la séquence de l’ADNg reconnue, la Cas9 reconnait le motif protospacer-adjacent 
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(appelé séquence PAM pour  « Protospacer Adjacent Motif ») et coupe l’ADNg trois bases en aval. En 

plus de l’ARN simple brin et de la Cas9, un ADN simple brin (ssODN pour « single stranded donor 

oligonucleotides ») est également ajouté. Ce ssODN possède de part et d’autre de la mutation des 

séquences homologues aux séquences présentes sur les deux brins d’ADN génomique (ADNg) de la 

souris. Une fois l’ADNg coupé par la Cas9, le ssODN sera inséré par recombinaison homologue 

permettant la génération du modèle KI (Figure 31).  

 

 

 

 

 

Figure n°31 : Principe de la technologie CRISPR/Cas9 (d’après https://www.gnis-pedagogie.org) 
 

Les guides CRISPR ont été créés grâce au logiciel en ligne CRISPOR – tefor (crispor.tefro.net).  Les guides 

ont été choisis en fonction de leur proximité avec la mutation d’intérêt (entre 10 et 15 pb). La séquence 

du ssODN a été mutée pour insérer un site de restriction enzymatique grâce à la dégénérescence du 

code génétique (respectivement KpnI pour la lignée murine Osgep p.R325Q, Figure 32 et PvuII pour 

Lage3 p.F137S, Figure 33). Les ssODN ont été commandés sur le site Integrated DNA Technologies 

(https://eu.idtdna.com/pages).  

 
Figure n°32 : Séquence des guides choisis et du ssODN pour le gène Osgep 
Les introns sont représentés en minuscules, les exons en majuscules. Le PAM des guides est représenté en violet avec la 
séquence du guide en noir. La mutation du patient sur le ssODN est représentée en rouge avec le site de restriction 
enzymatique souligné. La séquence en bleue correspond à la partie en épingle à cheveux du guide pour la liaison à la Cas9. 
 

 
Figure n°33 : Séquences des guides choisis et du ssODN pour le gène Lage3 
Les séquences exoniques sont représentées en majuscules. Le PAM des guides est représenté en violet avec la séquence du 
guide en noir. La mutation du patient sur le ssODN est représentée en rouge avec les sites de restriction enzymatique soulignés. 
La séquence en bleu correspond à la partie en épingle à cheveux du guide pour la liaison à la Cas9. 

https://www.gnis-pedagogie.org/
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L’injection de chaque guide avec la Cas9 et le ssODN dans des blastocystes murins (embryons à 6 jours 

de développement) a été réalisée afin de valider l’efficacité des guides. L’extraction de l’ADNg à partir 

des blastocystes injectés est réalisée avec 3 µL de tampon du kit QuickExtract (Lucigen, QE09050), puis 

incubée pendant 10 min à 65°C et 2 min à 95°C. Le génotypage puis le séquençage sont réalisés afin 

de connaître avec exactitude si le ssODN a été inséré.  

 

4. Injection des constructions CRISPR dans le zygote murin 
 

L'injection du mix CRISPR (ARNg, Cas9 et ssODN) dans le zygote murin a été réalisée en 

collaboration avec Pierre David, le responsable de la plateforme de transgénèse à l’Institut Imagine. 

Afin de créer les lignées murines portant la mutation choisie par la technique CRISPR/Cas9, 20 femelles 

âgées de 4 semaines sont superovulées par injection intrapéritonéale, puis chaque femelle est mise en 

accouplement avec un mâle. Le lendemain, les femelles présentant un bouchon vaginal sont sacrifiées 

et les oviductes sont prélevés puis déposés dans un milieu riche additionné de hyalurodinase. La 

hyalurodunase est une enzyme qui va permettre de disperser les cellules du cumulus (cellules qui 

maintiennent les zygotes ensemble) afin de les individualiser. L’ampoule (sac contenant les zygotes) 

est fendue puis les zygotes sont récupérés à l’aide d’une pipette et transférés dans un incubateur à 

37°C avec 6 % de CO2. Le mix d’injection contenant 1,5 µM de protéine Cas9 et 2 µM d’ARN guide est 

laissé 10 min à température ambiante pour permettre la formation du complexe ribonucléoprotéique 

(ou RNP). Le mix d’injection est ensuite plongé dans la glace. La micro-injection du mélange RNP est 

effectuée dans le noyau du zygote. Les zygotes sont incubés à 37°C avec 6 % de CO2 toute la nuit. 12h 

après l’injection, tous les embryons doivent s’être développés au stade deux cellules avant de les 

réimplanter dans des femelles pseudo-gestantes.  

5. Génotypage 
 

L’extraction de l’ADNg est réalisée à partir de biopsie de queue de souris avec le kit Bioline 

(MyTaq Extract-PCR Kit, BIO-21127). L'ADN est extrait à partir d'une solution contenant 20 µl de 

tampon A, 10 µl de tampon B, 70 µl d'eau et incubé dans un thermocycleur à 75°C pendant 10 min puis 

à 95°C pendant 10 min. Ensuite une PCR et une digestion sont nécessaires afin d’identifier les différents 

génotypes des souris. La PCR nous permet d’amplifier une région particulière de l’ADN génomique 

(ADNg) murin grâce à des amorces situées de part et d’autre de l'exon contenant la mutation insérée 

(respectivement pour la lignée Osgep p.R325Q. Figure 34 et la lignée Lage3 p.F137S, Figure 35). 
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Figure n°34 : Schéma des différentes tailles attendues des produits de PCR et digestion par KpnI. 
La taille attendue des produits de PCR pour une biopsie de souris de génotype WT est 432 pb alors que pour les souris portant 
la mutation p.F137S les tailles attendues sont 303pb et 129pb après digestion par l’enzyme de restriction KpnI. 
 

 
Figure n°35 : Schéma des différentes tailles attendues des produits de PCR et digestion par PvuII. 
La taille attendue des produits de PCR pour une biopsie de souris de génotype WT est 398 pb alors que pour les souris portant 
la mutation p.F137S les tailles attendues sont 326 pb et 72pb après digestion par l’enzyme de restriction PvuII. 
 
 

L'amplification des fragments d'ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction) est réalisée à l'aide 

d'amorces spécifiques de chacun des exons. Cette technique repose sur l’incorporation des dNTPs par 

la polymérase une fois que l’amorce est hybridée au brin matrice. Le mix de PCR contient le mix bioline 

(1X), une amorce sens (0,5µM) ainsi qu’une antisens (0,5µM) dans un volume de 18 µL. Une quantité 

entre 50 – 100 ng d’ADNg est ajoutée dans le mix de PCR. Le volume final de cette réaction est de 20 

µL. Un échantillon contrôle contenant de l’ADNg dont le génotype est déjà connu est également réalisé. 

Avant le premier cycle, il y a une étape de dénaturation préliminaire qui permet de bien séparer des 

brins d’ADN et d’activer les polymérases de type « hot-start » en chauffant à 95°C pendant 5 min. 

L’amplification des amplicons se fait dans un thermocycleur durant les cycles de PCR qui contient 3 

étapes. En premier lieu, l’étape de dénaturation qui permet la séparation des brins d’ADN après 

chauffage à 95°C pendant 30 sec. Ensuite, l’étape d’hybridation, l’ADNg est chauffé de 55°C à 65°C 

pendant 30 sec, les amorces se fixent sur l’ADNg matrice. La température exacte d’hybridation doit 

être déterminée au préalable afin de trouver la température la plus spécifique en fonction du couple 

d’amorces. Enfin, l’étape d’élongation permet la synthèse du nouveau brin d’ADNg par la polymérase, 

durant cette étape l’ADN est chauffé à 72°C pendant 30 sec. Il y a un enchaînement de 30 cycles de 

PCR. Pour finaliser la PCR, une dernière étape d’élongation est réalisée à 72°C pendant 5 min. 

Les amorces pour réaliser la PCR du gène Osgep pour le génotypage sont 

mOsgep_FVB_R325Q_F/R situées de part et d’autre de la région contenant la mutation dans l’exon 11 

de Osgep et à une température d’hybridation à 66°C. De la même manière, la région génomique de 
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l’exon 3 de Lage3 est amplifiée par PCR avec le couple d’amorce mLage3_FVB_F137S_F/R dont la 

température d’hybridation est de 61°C (Tableau 5). Les produits d’amplification sont migrés en 

fonction de leur taille sur un gel d’agarose 1,5 %, la taille des produits PCR étant de 432 pb pour les 

guides Osgep n°245 et n°255, et de 398 pb pour les guides Lage3 n°94 et n°95. 

 

Tableau n°5 : Séquence des amorces utilisées pour réaliser les PCR des blastocystes injectés. 
 

La PCR permettant d’amplifier l’exon 4 de Osgep a été réalisée avec les amorces 

mOsgep_FVB_OS4A_F/R situées autour de la région où la base a été délétée dans l’exon 4 de Osgep 

et à une température d’hybridation à 61°C (Tableau 6).  

 

Tableau n°6 : Séquence des amorces utilisées pour réaliser la PCR Os4A. 

 
Afin de discriminer les différents génotypes, le produit PCR est digéré par une enzyme de 

restriction. Le site enzymatique n’est présent que si le ssODN a été intégré par recombinaison 

homologue (RH) dans l’ADNg de la souris et a été transmis à la descendance. La réaction de digestion 

se compose du tampon 1X, 1U d’enzyme qui est ajoutée au 10 µL du produit PCR puis incubée à 37°C 

pendant 30 min. Les produits de digestion sont migrés sur gel d’agarose 1,5 % contenant du BET 

(GEPBET02-AF) agent intercalant à l'ADN qui s’insère entre les bases complémentaires de l’ADN et 

permet de visualiser les fragments d’ADNg. Une fois inséré et exposé aux UV, il devient fluorescent. Le 

gel d’agarose permet la séparation de l’ADN en fonction de sa taille : plus le fragment est petit et plus 

il migrera vite dans le gel.  

 

6. Séquençage Sanger 
 

Le séquençage selon Sanger permet de connaître avec exactitude les bases qui composent une 

séquence d’ADN. Des désoxyribonucléotides (dNTP) ainsi qu’une faible quantité de 

didésoxyribonucléotides (ddNTP) sont mélangés dans le mix réactionnel. Les quantités de dNTP et de 

ddNTP sont calculées pour que la polymérase incorpore un ddNTP à chaque position de la séquence. 

Lignée

TGTGGTTTTCTTGAGACAGC

TACACATGGACAGACACATT

Nom Séquence de l'amorce

mOsgep_FVB_OS4A_F

mOsgep_FVB_OS4A_R
Osgep
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Les ddNTPs agissent comme des terminateurs de chaînes car la fonction alcool de leur carbone 3’ a été 

remplacée par un hydrogène. Aucun nucléotide ne peut donc se lier à un ddNTP. Chaque ddNTP est 

également marqué par un fluorochrome différent ce qui permet de connaître la base qui a été 

incorporée à cette position. Après amplification du fragment d’intérêt par PCR, une réaction de 

purification d’Exosap doit être réalisée pour éliminer les réactifs de PCR qui n’ont pas été consommés 

(dNTP, amorces) lors de la réaction de PCR. 5 µL de produits PCR sont ajoutés à 3 µL d’Exosap (VWR, 

US77720) le tout est incubé à 37°C pendant 30 min puis à 85°C pendant 10 min. La réaction de 

séquence est réalisée avec le 5 µl de produit exosap purifié, 2 µl de Big Dye Sequencing (kit V3.1 Life 

Technologies, 4337456), 2 µL de Tampon Big Dye et 1 µM d’amorce. La réaction de séquençage se 

déroule en deux étapes. L’étape de dénaturation qui permet la séparation des brins d’ADN après 

chauffage à 95°C pendant 30 sec. Ensuite l’étape d’hybridation durant laquelle l’amorce se place sur 

l’ADNg matrice, puis à l’étape d’hybridation la polymérase incorpore de manière aléatoire un dNTP ou 

ddNTP marqué par un fluorochrome. Durant cette étape l’échantillon est chauffé à 60°C pendant 1min. 

Les échantillons sont purifiés sur colonne de Séphadex (Sigma, G5050-100G). Cette étape permet 

d’éliminer les réactifs en excès de la réaction de séquence (dNTP, ddNTP, amorces). L’électrophorèse 

capillaire est réalisée sur le séquenceur automatique (Hitachi, 3500XL). Les séquences sont analysées 

à l’aide du logiciel Séquencher et les changements de bases sont étudiés à l’aide d’une séquence de 

référence issue de la base de données d’Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html). 

7. Histologie rénale et cérébrale 
 

Après sacrifice de la souris par dislocation cervicale, le cerveau et les reins sont prélevés. Les 

organes sont coupés dans le sens sagittal pour le cerveau et longitudinal pour le rein. Les organes sont 

fixés en PFA (pour paraformaldéhyde) 4 % pendant 12 h puis envoyés à la plateforme d’histologie de 

Broussais pour réaliser l'inclusion des tissus en paraffine ainsi que les coupes et les différentes 

colorations.  

8. SDS-page au bleu de Coomassie 
 

Cette technique permet de révéler l’ensemble des protéines contenues dans l’échantillon 

grâce au colorant du bleu de Coomassie. 4 µL des urines de souris sont mélangées au bleu de charge 

Laemmli 2X (1X) puis chauffé à 95°C pendant 10 min. Les échantillons sont ensuite déposés et migrés 

sur un gel d’acrylamide SDS-PAGE 10 % pendant 1 h 15 à 100 V. Les contrôles positifs 2 µg et 8 µg de 

BSA (albumine de sérum de veau) sont également déposés afin d’estimer la quantité de protéines 

présentes dans les urines de souris. La coloration du gel se fait par ajout d’une solution de bleu de 

Coomassie (Sigma, B6529) pendant 12 h à température ambiante et sous agitation constante. Les 
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protéines sont révélées par décoloration du gel avec une solution de décoloration contenant 20 % 

d’éthanol et 10 % d’acide acétique pendant plusieurs heures jusqu'à l’apparition des protéines. 

9. Extraction d’ARN et RT-qPCR 
 

L’extraction des ARN totaux à partir des tissus de cerveau et de reins de souris a été réalisée à 

l’aide du TRIzol (TermoFisher, 15596026). Le TRIzol est une solution de phénol et d’isothiocyanate de 

guanidine conçue pour, après ajout de chloroforme, isoler dans des fractions séparées l’ARN (phase 

aqueuse), l’ADN (interphase) et les protéines (phase organique). Les tissus sont broyés dans 2 mL de 

TRIzol puis incubés à température ambiante pendant 10 min, et 400 µL de chloroforme sont ajoutés. 

Les échantillons sont vortexés puis incubés à température ambiante pendant 15 min. Ensuite, ils sont 

centrifugés à 10 000 g pendant 15 min à 4°C pour séparer les différentes phases. Une phase organique 

contenant les protéines ainsi que les lipides, l’interphase contenant l’ADN et la phase aqueuse avec les 

ARNs. La phase aqueuse est précipitée avec 3 ml d’isopropanol à -80°C pendant 1 heure puis 

centrifugée à 10 000 g pendant 15 min à 4°C. Le culot d'ARN obtenu est lavé deux fois avec 500 µL 

d’éthanol à 75 %, séché à température ambiante puis re-suspendu dans 50 µL d’eau sans RNase. 

Chaque échantillon d'ARN est dosé par spectrophotométrie au Nanodrop (Nanodrop 2000). L’ARN 

absorbe à une longueur d’onde de 260 nm. Les contaminants comme les protéines, sels et solvants 

sont également dosés. Ils absorbent respectivement à 280 nm et 230 nm. L’appareil calcule le ratio de 

la densité optique (DO) à 260 nm et 280 nm (DO 260/DO 280) afin de tester la contamination de 

l’échantillon par les protéines, une valeur proche de 2 est attendue pour ce ratio. Un ratio DO 260/ DO 

230 pour déterminer la contamination en sels est également calculé, une valeur de 2,2 est attendue 

pour ce ratio. La concentration en ng/µL est ensuite déterminée à l’aide de la formule suivante : DO 

260 x 40 x Vfinal. 

La réaction de Reverse-Transcription (RT) permet de synthétiser un brin d'ADN 

complémentaire à l’ARN. L’association de l’ARNm et du brin complémentaire est appelée ADN 

complémentaire (ADNc). Un microgramme d’ARN utilisé pour faire la réaction de RT est traité à la 

DNase pour éliminer toute trace d’ADNg pendant 30 min à 37°C. Après dénaturation à 70°C de l'ARN 

pour éliminer les structures secondaires, la synthèse de l'ADNc est réalisée par l’ajout de dNTP 

(1,25mM), DTT (20nM), amorces aléatoires (10ng/µL), rnazine (1U), le tampon de réaction (1X) ainsi 

que l’enzyme de transcription inverse (2,5U) dans un volume total de 40 µL. La réaction est effectuée 

à 42°C pendant 1 h puis chauffée à 95°C pendant 5 min pour inactiver la transcriptase inverse 

(Invitrogen, 11904018) 

La PCR quantitative (qPCR) est réalisée grâce à un appareil de PCR quantitative de type Mx3000P QPCR 

System (Agilent) qui permet de mesurer le nombre d’amplicons d’ADN présents dans l’échantillon. 
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Cette technique repose sur l’incorporation du SyberGreen dans le petit sillon de l’ADN double brin. 

Lorsqu’il est inséré il émet une fluorescence à 520 nm. La réaction de qPCR contient le mix SyberGreen 

Green Power Syber (1X) (Applied Biosystem, 190691), une amorce sens ainsi qu’une antisens entre 

70nM et 150 nM puis 2 µL ADNc dilués au 1/10 dans un volume de 20 µl. La concentration exacte 

d’amorce doit être déterminée au préalable afin de déterminer la concentration d’amorce la plus 

efficace pour amplifier la région du ADNc choisie. L’amplification des fragments de PCR se fait durant 

le cycle de la qPCR qui comporte 3 étapes de 40 cycles : une étape de dénaturation qui permet la 

séparation des brins d’ADNc après chauffage à 95°C pendant 30 sec. Ensuite une étape d’hybridation, 

à 60°C pendant 30 sec durant laquelle les amorces s’apparient sur l’ADNc matrice. Enfin l’étape 

d’élongation à 72°C pendant 10 sec qui permet la synthèse du nouveau brin d’ADNc par la polymérase.  

Les amorces de RT-qPCR ont été choisies de manière chevauchante sur une jonction entre deux 

exons pour d’éliminer des hybridations non spécifiques sur l’ADN génomique murin et avec une 

température d’hybridation de 60°C (Tableau 7).  

 

Tableau n°7 : Séquence des amorces utilisées pour réaliser les RT-qPCR des 5 membres du complexe KEOPS.   

 
La fluorescence émise est lue à chaque fin de cycle. Le cycle où la quantité des amplicons dépasse le 

bruit de fond est appelé cycle seuil (threshold cycle Ct), cette valeur marque le début de l’amplification 

en phase exponentielle des amplicons. Cette phase exponentielle se poursuit jusqu'à épuisement des 

réactifs. Lorsqu’il n’y a plus d’amplification c’est la phase stationnaire. L’analyse des échantillons doit 

toujours se faire en phase exponentielle et par rapport à un gène de référence qui ne doit pas varier 

dans les conditions de l’expérience. Les gènes de référence choisis sont souvent des gènes fortement 

exprimés dans tout type cellulaire comme l’actine, le glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase 

(GAPDH) ou l’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HGPRT). L’expression relative du 

Lignée

mOsgep_qPCR_F GTGGGAAACTGCCTGGATCG

mOsgep_qPCR_R TTGCCTCGCTTTGCCATCTG

mLage3_qPCR_F AGATTCTCCCTCTTCGTGCCT

mLage3_qPCR_R AGCTCCTTCCCTACCAGTCC

mTP53RK_qPCR_F TGCACGACCAAGACCTCATT

mTP53RK_qPCR_R AAGCTCAGCCCAAAGTCGAT

mTPRKB_qPCR_F ACAAGTACCACAGGAACACCT

mTPRKB_qPCR_R TATATCTTCTTGACTTCCGAGAGCC

mGon7_qPCR_F GACGACGCTTTGGATGGTGAT

mGon7_qPCR_R GATGCTGGCTTTGGACGTTTT

mYRDC_qPCR_F TGAACCCCTTTACTCGTCTTGT

mYRDC_qPCR_R TAGTGAGTGCAAGTGGTCCC

Osgep  et Lage3

Nom Séquence de l'amorce
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gène d’intérêt est calculée suivant la méthode du 2ΔΔCt. Le Ct correspond au nombre de cycle minimal 

pour lequel l’ADN amplifié est détectable par rapport au bruit de fond. Plus la valeur de Ct est petite, 

plus la quantité d’ADN présente dans l’échantillon est élevée. Afin d’obtenir une valeur relative du taux 

d’expression du gène d’intérêt dans un échantillon donné, la quantité du gène cible est d’abord 

normalisée par rapport à celle d’un gène de référence HPRT par exemple, la valeur ΔCt est ainsi 

obtenue pour chaque échantillon. Ensuite, pour chaque échantillon, la valeur du ΔCt est comparée à 

celle du ΔCt obtenue pour l’échantillon calibreur (par exemple l’échantillon issu de la condition WT), 

ce qui nous permet de calculer une valeur de ΔΔCt. Dans chaque échantillon, l’expression relative du 

gène cible par rapport à l’échantillon de référence est calculé par la formule RE = 2-ΔΔCt. 

 

10.   Construction des plasmides contenant les shARN 
 

Les séquences des molécules d’ARN en épingle à cheveux (appelé shRNA) ont été choisies sur 

les sites Sigma-Aldrich et BLOCK-iT RNAi Designer puis synthétisés par Eurogentec. Les sites de 

restrictions enzymatiques BamHI et XhoI ont été ajoutés de part et d’autre des extrémités des shRNA 

pour réaliser le clonage. Le clonage des sh se réalise par oligodimérisation. Les oligonucléotides (20µM) 

sont incubés à 95°C pendant 5 min dans le tampon Neb 2.0 (New England BioLabs, B7202S) et laissés 

à température ambiante pendant 2h, cette étape permet de détruire les structures secondaires de 

l’ARN et d’apparier correctement les deux oligos ensemble. Les oligos dimérisés sont insérés dans le 

vecteur pSuper (oligoengine) par coupure avec les enzymes de restrictions BamHI et XhoI à l'aide de la 

T4 DNA ligase. Le mix de ligation contient du tampon T4 ligase (1X), 500ng de le vecteur digéré, 1 µL 

de l’enzyme T4 ligase ainsi que les oligo appariés (2 µM). Cette réaction se fait dans un volume final de 

20 µL. La réaction est incubée à 22°C pendant 20 min. La ligation est transformée dans des bactéries 

compétentes (XL2 blue chimiocompetente bacteria, 200150). Les plasmides contenus dans les 

bactéries formant les colonies sont extraits par lyse alcaline grâce au kit miniprep (Promega, A1460). 

Les clones sont sélectionnés par digestion enzymatique avec l’enzyme HindIII. Le site de restriction de 

cette enzyme est éliminé par l’insertion du shRNA dans le vecteur. Les plasmides ayant le bon profil de 

digestion sont vérifiés par séquençage sur la plateforme de génomique de l’institut Cochin. 

11.   Culture cellulaire et co-transfection des plasmides dans les IMCD 
 

Les cellules IMCD (Primary cultured inner medullary collecting duct) sont des cellules rénales 

murines du tube collecteur. Elles sont cultivées dans les mêmes conditions que les HEK293T mais dans 

le milieu DMEM F12 1X complet (ThermoFisher, 21331-046). Une quantité de 1,5 million de cellules 

par conditions est ensemencée dans une boite de 15 cm (B15). Les plasmides pSuper (contenant le 

shRNA) et le plasmide pCAG-GFP (contenant la GFP) sont co-transfectés avec 90 µl Lipofectamine 2000 
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et 30 µg de plasmide de la même manière que les HEK293T. Après 48 h de transfection, les cellules 

sont trypsinées puis rincées dans du tampon FACS (2,5 mM EDTA et 2,5 % de SVF qsp PBS 1X). Les 

cellules sont resuspendues dans un volume de 600 µl de tampon FACS puis filtrées à 35 µm. Les cellules 

GFP positives sont triées par le FACS SH800 de la plateforme de cytométrie de flux de l’Institut Imagine. 

Les cellules GFP positives sont récoltées dans un tube de récupération puis rincées en PBS 1X avant 

congélation à -80°C. L’ARN des cellules GFP positives est isolé par une extraction au Trizol puis une RT-

qPCR est réalisée afin de vérifier l’extinction des ARNm des gènes du complexe KEOPS contre lesquels 

sont dirigés les shARN. 

12.   Électroporation in utero 
L’électroporation in utero est une technique qui permet l'étude des mécanismes moléculaires 

qui régissent la prolifération, la différenciation, la migration et la maturation des cellules à des stades 

de développement embryonnaire précoce. La souris gestante est anesthésiée et la partie de utérus 

contenant les embryons est sortie (E13). L’injection de matériel génétique se fait en utilisant des 

impulsions électriques afin de créer des pores temporaires dans les membranes cellulaires, sur la zone 

choisie (par exemple le cerveau). Les embryons de souris sont sacrifiés trois jours à après 

l’électroporation (E16). Cette méthode expose les cellules à de très hauts voltages qui entraînent la 

mort de 30 % des embryons. Afin de pallier cette mortalité accrue, nous avons choisi le fond génétique 

Swiss, qui ont de grandes portées car elles ne sont pas issues de lignées consanguines.   

13. Statistiques 
Les quantifications ont été réalisées sur au moins cinq expériences indépendantes avec le test 

statistique adéquat (test de Student ou test de Wilcoxon Mann-Whitney) grâce au logiciel GraphPad 

Prism version 5. Pour toutes les figures : ns, non significatif, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.  

D. Résultats 

1. Étude in vitro de la stabilité du complexe KEOPS  

 Nos études in vitro s’intéressent à l’interaction de deux membres du complexe KEOPS, les 

protéines LAGE3 et GON7 dont les orthologues chez la levure sont connus pour interagir et former des 

dimères (Mao et al., 2008). Au cours de nos études sur les interactions entre les différents membres 

du complexe, nous avons fusionnée les protéines GON7 et LAGE3 aux étiquettes 2HA et V5. Les 

étiquettes permettront de reconnaitre GON7 et LAGE3 en utilisant un anticorps dirigé contre 

l’étiquette (respectivement YPYDVPDYAYPYDVPDYA et GKPIPNPLLGLDST pour l’étiquette 2HA et V5). 

Lorsque GON7 et LAGE3 sont co-exprimées dans les cellules HEK293T, leur niveau d’expression 

protéique est augmenté par rapport à la condition où chacune est exprimée seule (Figure 36-A). Cette 
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augmentation du niveau protéique est deux fois supérieure pour LAGE3 et 5 fois supérieure pour GON7 

(Figure 36-B). Ces résultats suggèrent que l’interaction de LAGE3 et GON7 permet une stabilisation de 

chacune des protéines, elles sont donc moins facilement dégradées. Ces résultats sont en accord avec 

les résultats obtenus par nos collaborateurs qui ont montré par des études structurales que la forme 

tertiaire de GON7 devient plus structurée lors de son interaction avec LAGE3, confirmant que la 

formation du complexe GON7/LAGE3 stabilise les deux protéines (voir Annexe 2). 

 

Figure n°36 : Effet de la co-expression des protéines GON7 et LAGE3 sur leur niveau d’expression protéique. 

(A) Les cellules HEK293T ont été transfectées avec la construction 2HA-GON7, V5-LAGE3 seule ou avec 2HA-GON7 et V5-

LAGE3 ensemble. Les immunoblots ont été réalisés avec les anticorps anti-HA et anti-V5 pour révéler les protéines GON7 et 

LAGE3, respectivement, et avec l’anticorps anti α-tubuline qui sert de contrôle de charge. Ces résultats ont été observés sur 

3 expériences indépendantes (n=3). (B) Quantification du niveau d’expression relative des protéines GON7 et LAGE3 à partir 

des immunoblots en A. Le niveau d’expression de LAGE3 et GON7 est normalisé à celui de l’α-tubuline. Le T0 correspond à la 

condition sans traitement à la cycloheximine. 

 

Afin d’étudier la stabilité de ces deux protéines, nous avons réalisé des expériences de mesure 

de la demi-vie en utilisant la cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse protéique, dans des cellules 

HEK293T exprimant transitoirement soit 2HA-GON7 ou V5-LAGE3 seul, soit co-exprimant les deux 

protéines marquées. La cycloheximide est utilisée dans le milieu de culture à la concentration de 

100µg/ml pendant une durée de 0.5, 1, 2, 4 et 6 heures. Après extraction des protéines et un 

immunoblot avec les anticorps anti-HA et/ou anti-V5, nous visualisons la dégradation des protéines 

LAGE3 et GON7 au cours du temps (Figure 37). Lorsqu'elles sont exprimées seules, les niveaux de 

protéines GON7 et LAGE3 sont diminués, ce qui suggère que les deux protéines sont instables en 

l'absence de leur partenaire. Nous avons constaté que le niveau d’expression de GON7 diminue plus 

rapidement que celui de LAGE3, avec une diminution de 50 % de la quantité de protéine en 1 h après 

ajout de la cycloheximide pour GON7 contre 6 h pour LAGE3 (Figure 37-A, B et E). En revanche, lorsque 

les deux protéines sont co-exprimées, il n’y a pas de diminution du niveau d’expression qui reste stable 
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suggérant que l’interaction a stabilisé les deux protéines (Figure 37-C, D et E). Puis, nous nous sommes 

demandé si l'absence de GON7 avait également un impact sur la stabilité de l'ensemble du complexe 

KEOPS. En effet, nous avons pu démontrer que les niveaux de protéines des quatre sous-unités KEOPS 

étaient diminués dans les cellules d'individus mutés pour GON7, alors qu'ils n'étaient pas affectés dans 

les cellules d'individus porteurs de mutations dans le gène OSGEP ou le gène WDR73. Ce dernier étant 

également responsable d’un GAMOS dans un sous-groupe de patients cliniquement homogène mais 

dont la fonction n’est pas liée à la biosynthèse de t6A (Colin et al., 2014) (Figure 37-F). Nous avons 

démontré que cette diminution du niveau de protéines n'était pas due à une régulation 

transcriptionnelle (voir Annexe 2). D’autre part, nos résultats ont également montré que le niveau de 

t6A était diminué dans les cellules issues des patients porteurs de mutations dans les gènes YRDC, 

OSGEP et dans une moindre mesure GON7 (voir Annexe 2).  

L'ensemble de nos résultats montrent donc que l'absence de GON7 affecte la stabilité du 

complexe KEOPS, entraînant une diminution du niveau d'expression des quatre sous-unités, avec pour 

conséquence une diminution de la biosynthèse de t6A. Cependant, il reste de nombreuses études à 

réaliser pour comprendre pourquoi la diminution du niveau de t6A est plus délétère dans le rein et le 

cerveau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°37 : Étude de la demi-vie de GON7 et LAGE3 après traitement à la cycloheximide.  

(A) Cellules HEK293T exprimant soit 2HA-GON7 (A) ou V5-LAGE3 seul (B) ou co-exprimant les deux protéines (C et D) puis 

traitées à la cycloheximide (CHX) pour observer la dégradation protéique (100 µM pendant 30 min, 1 h, 2 h, 4 h et 6 h). Les 

protéines GON7 et LAGE3 sont révélées par les anticorps anti-HA (A et C) et anti-V5 (B et D), respectivement. L’α-tubuline est 

utilisée comme contrôle de charge protéique. (E) Représentation des données expérimentales sous forme de courbe de 

décroissance exponentielle. Résultats normalisés par rapport à l’α-tubuline. (F) Analyse par western blot du niveau 

d'expression protéique des cinq sous-unités KEOPS dans des lignées cellulaires lymphoblastoïdes de deux parents non 

affectés (A.II-1 et A.II-5), quatre individus avec la mutation GON7 p.Tyr*7 (A.II-3, A.II-4, B.II-4 et (C.II-2), un individu avec les 

mutations OSGEP p.Arg325Gln et p.Arg280His (individu «N2705» décrit dans Braun et al., 2017), et un individu avec un 

GAMOS lié aux mutations du gène WDR73 (WRD73 p.Tyr43*, individu A.II-4 décrit dans Colin et al., 2014). Les expériences 

ont été répétées 3 fois. 
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2. Étude in vivo du complexe KEOPS chez la souris 

a) Génération de deux lignées de souris knock-in (KI) par CRISPR/Cas9 

(1) Validation des guides sur les blastocystes 

Nous sommes l’une des premières équipes, à l’Institut Imagine, à avoir utilisé la technique 

CRISPR/Cas9 pour créer des modèles murins KI, en étroite collaboration avec Pierre DAVID de la 

plateforme de transgénèse. Brièvement, cette méthode permet d’insérer dans le génome de l’espèce 

choisie une ou des mutations par recombinaison homologue en utilisant l’endonucléase Cas9 qui 

coupe de façon spécifique une région du génome grâce à un ARN guide (ARNg) complémentaire à la 

séquence ADN ciblée, et un ADN simple brin (ssODN) contenant la ou les mutations désirées. La 

coupure par l’endonucléase s’effectue trois bases en amont d’une séquence présente sur l’ADN cible : 

la séquence PAM de type « NGG » pour la Cas9, où N peut être n’importe quel nucléotide (voir 

Matériels et Méthodes).   

Nous avons participé sur la plateforme de transgénèse à la mise au point technique d’une 

étape permettant de vérifier l’efficacité des guides au stade embryonnaire « blastocyste », permettant 

ainsi de sélectionner le ou les meilleurs guides avant de commencer l’expérimentation finale qui 

permettra d’obtenir les animaux KI. Pour cela, nous avons choisi 4 ARN guides, 2 pour le gène Osgep 

(guides n°245 et n°255) et 2 pour le gène Lage3 (guides n°94 et n°95) (Figure 38).  

 

Figure n°38 : Alignement entre la séquence WT et les quatre guides choisis grâce au logiciel CRISPOR-tefor.  
(A) Guides n°245 et n°255 choisis pour Osgep. Les séquences exoniques sont représentées en majuscules et les séquences 
introniques en minuscules. La séquence soulignée correspond à la séquence du guide choisi sur CRISPOR (en rouge pour le 
n°245 et en bleu pour le n°255) qui va reconnaître la séquence ADN murin cible. La séquence soulignée en rouge équivaut au 
codon WT muté dans le ssODN. (B) Guides n°94 et n°95 pour Lage3. La séquence soulignée correspond à la séquence du 
guide choisi sur CRISPOR (en bleu pour le n°94 et en rouge pour le n°95) qui va reconnaître la séquence ADN murin cible.  Les 
éclairs rouges indiquent le site de coupure de la Cas9 en fonction de la séquence PAM (surlignée en violet) présente sur l’ADN 
génomique ciblé. 
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Les gènes Osgep et Lage3 étant conservés à 95 % entre les espèces humaines et murines, nous 

avons reproduit deux mutations identifiées chez un patient portant la mutation OSGEP, c.974 G>A 

p.R325Q et chez un autre patient portant une mutation dans le gène LAGE3 c.410 T>C p.F137S. Le gène 

LAGE3 étant sur le chromosome X et le GAMOS étant une maladie récessive, seuls les hommes 

porteurs de mutations de LAGE3 (hémizygotes) sont atteints, alors que les femmes (hétérozygotes) 

sont saines. Aucune femme homozygote pour des mutations de LAGE3 n’a été identifiée, suggérant 

que cette condition est létale, cependant il y a trop peu de patients atteints pour conclure. Nous avons 

choisi les guides n°245 et n°255 situés dans l’exon 11 d’Osgep dont le site de coupure est 

respectivement à 4 et 3 paires de base de la mutation ciblée. Pour le ssODN Osgep, nous avons 

introduit la mutation faux-sens AGG en CAG conduisant à la variation protéique Osgep p.R325Q et 

modifié la base T du codon TAT par une mutation silencieuse permettant ainsi d’introduire un site 

enzymatique de restriction KpnI : GGTACC (Figure 39). Ce site de restriction nous permettra de 

génotyper plus rapidement les animaux. 

 

Figure n°39 : Schéma de la partie du ssODN Osgep portant la mutation AGG (R) en CGG (Q) et le site KpnI 
(GGTACC).  
Les séquences exoniques sont représentées en majuscules et les séquences introniques en minuscules. La séquence en gras 
correspond à la séquence WT alors que la séquence mutée CAG en rouge équivaut à la variation protéique p.R325Q. La 
séquence soulignée correspond au site de restriction KpnI (GGTACC), la séquence en bleu met en évidence la mutation 
silencieuse utilisée. Les éclairs rouges mettent en évidence le site de coupure de la Cas9 en fonction du guide utilisé. La 
séquence protéique est visualisée sous la séquence (code à une lettre). 
 

Pour le gène Lage3, la mutation se situe à la fin de l’exon 3, nous avons donc choisi les guides 

n°94 et n°95 qui ont un site de coupure situé, respectivement, à 2 et 1 paire de bases de la mutation 

d’intérêt. Nous avons procédé de manière similaire pour le ssODN Lage3, le changement de base CTTT 

en GTCC crée deux sites de restrictions PvuII (CAGCTG) et HpaII (CCGG) ainsi que la mutation TTT en 

TCC conduisant à la variation protéique Lage3 p.F137S (Figure 40). L’enzyme HpaII étant sensible à la 

méthylation CpG nous avons utilisé l’enzyme PvuII pour les futures expériences. 
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Figure n°40 : Schéma de la partie du ssODN Lage3 portant les mutations GTCC conduisant à l’apparition du site 
PvuII (CAGCTG) et HpaII (CCGG) ainsi que la mutation TTT (F) en TCC (S). 
Les séquences soulignées correspondent respectivement aux sites de restrictions KpnI (CAGCTG) et HpaII (CCGG). La 
séquence mutée CAG en rouge équivaut à la variation protéique p.F137S alors que la séquence WT est en gras. La séquence 
en bleu met en évidence la mutation silencieuse. Les éclairs rouges mettent en évidence le site de coupure de la Cas9 en 
fonction du guide utilisé. La séquence protéique est visualisée sous la séquence (code à une lettre). 

 

Nous avons réalisé la micro-injection de 15 zygotes murins au stade une cellule pour les deux 

guides Osgep (n°245 et n°255) et leurs ssODN respectifs. Pour les guides Lage3 n°94 et n°95, 12 et 11 

zygotes ont été injectés, respectivement. Deux zygotes ne sont pas arrivés au stade blastocyste pour 

les zygotes injectés avec le guide Osgep n°255 et trois pour ceux injectés avec le guide Osgep n°245 

(Figure 41-A). De la même manière, quatre zygotes ne se sont pas développés jusqu’au stade 

blastocystes pour les guides Lage3 n°94 et n°95.  

Après injection des zygotes par le mix CRISPR (contenant un guide ARNg, la Cas9 et le ssODN), 

nous avons extrait l’ADN des blastocytes (3,5 jours après l’injection, au stade blastocyste, il y a environ 

100 cellules) pour obtenir assez d’ADN pour effectuer les PCR avec des amorces situées de part et 

d’autre de la mutation ciblée (à la fin de l’exon 11 pour Osgep et de l’exon 3 pour Lage3). Après 

vérification des produits d’amplification sur gel d’agarose (Figure 41-B), nous avons séquencé les 

amplicons PCR afin de vérifier plus en détails si l’insertion du ssODN a eu lieu dans l’ADN génomique 

des blastocystes de façon correcte, sans autre mutation/délétion.  

 

Figure n°41 : PCR Osgep et Lage3 sur les blastocystes injectés avec les guides CRISPR 

(A) Injection des guides n°245 ou n°255 et (B) des guides n°94 et n°95. Les abréviations sont T- pour témoin négatif de PCR, 

T+ pour témoin positif de PCR et Mq pour le marqueur de taille. 
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Pour chaque guide, nous avons obtenu deux types de séquences : soit la séquence ne présente 

que des simples pics et est identique à la séquence de référence TATAGG (la séquence 1) qui 

correspond à un génotype WT, soit la séquence présente des doubles pics correspondant à la séquence 

WT (TATAGG) et à la séquence modifiée par l’insertion du ssODN (TACCAG, séquence 2, Figure 42-A). 

Ainsi, pour le guide Osgep n°245, nous avons obtenu 50 % de séquences WT et 50 % d’hétérozygotes 

alors que pour le guide n°255, nous n’avons obtenu que 15 % d’hétérozygotes. Nous avons donc choisi 

de garder le guide n°245 qui paraissait plus efficace. De la même façon, pour le gène Lage3, soit la 

séquence CTCTTT est observée, correspondant à un profil WT, soit la séquence a des doubles pics avec 

la séquence supplémentaire CTGTCC qui correspond à un profil où le ssODN a été inséré (Figure 42-B). 

Nous avons obtenu 50 % de WT et 37 % d’hétérozygotes pour guide n°94 et 50 % WT et 37 % 

hétérozygotes pour guide n°95. Nous avons gardé le guide n°95 car il est plus proche de la mutation. 

L’ensemble des résultats obtenus sur les blastocystes sont présentés dans le tableau ci-dessous 

(Tableau 8). 

 

Figure n°42 : Séquençage Sanger des blastocystes WT et hétérozygotes 
(A) Blastocystes injectés avec les guides n°245 et n°255 pour Osgep. (B) Blastocystes injectés avec les guides n°94 et n°95 
pour Lage3. 
 

 

Tableau n°8 : Résultats de génotypage des blastocystes pour les quatre guides choisis. 

(2) Génération des lignées KI 

Nous avons choisi les guides n°245 (lignée Osgep) et n°95 (lignée Lage3) pour établir les lignées 

KI sur un fond génétique FVB/N car ce fond est sensible aux atteintes glomérulaires (Terzi et al. 2000; 

Hovatta et al. 2007) et les portées sont relativement grandes (environ 10 souriceaux par portée). La 
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première portée de souris obtenue après la transgénèse est appelée F0. Nous avons injecté quinze 

zygotes au stade une cellule dans trois souris pseudo-gestantes et obtenu vingt-six naissances (Tableau 

9). 

 

Tableau n°9 : Nombre d’animaux obtenu à la génération F0. 

 
Afin de connaître le génotype de ces souris F0, nous avons extrait l’ADN issu de la biopsie de 

queue et utilisé les mêmes conditions de PCR que celles décrites précédemment, suivi d’une digestion 

enzymatique spécifique du site enzymatique présent dans chaque ssODN.  

La taille attendue des fragments de digestion en fonction des génotypes est indiquée dans la 

Figure 43-A. Nous avons obtenu 5 souris sans insertion (WT) et 7 souris ayant le ssODN inséré sur l’un 

des allèles. Le puits 9 présente un profil inattendu, il est possible que l’ADN génomique ait subi des 

remaniements au moment de la réparation après coupure par la Cas9 comme des insertions et/ou des 

délétions. Nous avons donc éliminé cette souris de la liste des géniteurs pour la prochaine génération 

(Figure 43-B). Nous avons décidé de conserver les souris n°4 et n°7 (femelles) comme fondatrices et 

de les accoupler avec deux mâles de génotype WT pour obtenir la génération suivante (F1). 

 
Figure n°43 : Tailles attendues des amplicons après digestion par KpnI et PCR puis digestion de la région 

d’intérêt du gène Osgep à partir de l’ADNg murin (F0). 

Les abréviations sont T- pour témoin négatif de PCR et T+ pour témoin positif après digestion par KpnI, Mq : marqueur de 

taille, Ki het : Osgep Ki hétérozygote et Ki hom : Osgep Ki homozygote. 

 

Les produits PCR ont été séquencés et nous avons confirmé que les changements de base 

observés sont bien ceux attendus (de la même manière que les blastocystes décrits précédemment) 

(Figure 44). 

Lignées Guides (ARNg)
Nbre zygotes 

injectés

Nbre blastocystes 

implantés

Nbre de souriceaux 

obtenus
PCR ayant fonctionnés

Osgep Guide n°245 15 13 13 13

Lage3 Guide n°95 15 13 13 13
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Figure n°44 : Séquençage Sanger de l’ADN des souris WT et porteuses de la variation protéique Osgep p.R325Q 

(F0) 

Afin de génotyper les animaux de la lignée Lage3 nous avons utilisé la même stratégie, une 

PCR de l’exon 3 de Lage3 puis une digestion enzymatique par PvuII. La taille attendue des fragments 

de digestion en fonction des génotypes est indiquée dans la Figure 45-A. Le produit de digestion dans 

le puits 24 est plus petit que la taille attendue de 398 pb, il semblerait que l’ADN génomique de cette 

souris ait subi une ou plusieurs délétions après coupure par la Cas9, elle ne sera donc pas utilisée pour 

la suite des expériences (Figure 45-B). Nous avons décidé de conserver la souris n°23 (femelle) 

hétérozygote pour la mutation comme fondatrice et de l’accoupler avec un mâle dont le génotype est 

WT pour obtenir la génération suivante (F1).  

 

Figure n°45 : Tailles attendues des amplicons PCR après digestion par PvuII et PCR puis digestion par PvuII de la 

région d’intérêt du gène Lage3 à partir de l’ADN génomique murin (F0). 

Les abréviations sont T- pour témoin négatif de PCR et T+ pour témoin positif de digestion par PvuII et Mq : marqueur de 

taille. 

 

Le séquençage des produits PCR nous a permis de montrer que nous avions bien les changements de 

base attendus (Figure 46). 
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Figure n°46 : Séquençage Sanger des souris WT et de Lage3 Ki hémizygote (F0). 
 

(3) Obtention d’animaux homozygotes pour les lignées Osgep et Lage3 

Pour réaliser les lignées de souris Osgep et Lage3 KI, nous avons dans un premier temps réalisé 

deux accouplements avec les souris femelles issues de la génération F0 (souris fondatrices) et un mâle 

WT. Cette génération (génération F1), nous a permis de vérifier la transmission de la mutation dans 

les cellules germinales, d’éliminer les animaux « mosaïques » (porteurs de plusieurs mutations) et 

d’éliminer des potentiels effets de coupures secondaires (« off-targets ») induits par l’utilisation de la 

technique CRISPR/Cas9. Pour cette génération F1, le génotypage est réalisé comme pour la génération 

F0, avec une amplification par PCR de la région contenant la mutation suivie d’une digestion 

enzymatique.  

Pour la lignée Osgep, les femelles F0 identifiées comme étant hétérozygotes (n° 4 et n°7) ont 

été accouplées avec deux mâles WT. Nous attendons donc pour la F1, 50 % de souris WT et 50 % de 

souris hétérozygotes (Figure 47-A). Les animaux issus de la F1 présentant un profil avec 3 bandes sont 

hétérozygotes pour la mutation Osgep et nommés ci-après Osgep Ki het (Figure 47-B). Pour cette 

génération nous avons obtenu 59 animaux dont 47,4 % de génotype WT et 52,6 % de génotype 

hétérozygote, ce qui est en accord avec les proportions attendues.  

 

Figure n°47 : Représentation schématique des deux premières générations de souris et génotypage par 

PCR/digestion des animaux de F1 de la lignée Osgep. 

(A) Croisement réalisé pour obtenir la génération F1. (B) Produits PCR digérés par KpnI, les abréviations sont T- pour témoin 

négatif de PCR, T+ pour témoin positif de digestion et Mq : marqueur de taille. 

 

Nous avons bien une transmission de la mutation de la génération F0 à la descendance F1 pour 

les animaux utilisés dans les accouplements, nous allons pouvoir créer la génération F2 dans le but 
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d’obtenir des animaux homozygotes pour la mutation Osgep. Nous avons donc accouplé un mâle et 

une femelle de génotype hétérozygote de la génération F1 mais issus de deux accouplements 

différents. Trois accouplements ont été effectués en parallèle afin de constituer une cohorte 

d’animaux homozygotes pour étudier leur phénotype (Figure 48-A). Après génotypage des animaux 

Osgep F2 (réalisé de la même façon que pour la F0 et la F1), nous avons obtenu 97 animaux issus des 

3 accouplements, dont 35 WT (36,1 %), 41 hétérozygotes (42,2 %) et 21 homozygotes (21,7 %) (Figure 

48-B). Les fragments PCR obtenus pour les souris homozygotes ont été séquencés pour valider la 

présence de la mutation (Figure 48-C). 

 

Figure n°48 : Représentation schématique d’un accouplement et génotypage par PCR/digestion des animaux de 

la génération F2 de la lignée Osgep. 

(A) Croisement réalisé pour obtenir la génération F2. (B) Produits PCR digérés par KpnI. Les abréviations sont T- pour témoin 

négatif de PCR, T+ pour témoin positif de digestion et Mq : marqueur de taille. (C) Vérification des génotypes par séquençage 

Sanger. 

 

Nous avons procédé de la même manière pour la lignée Lage3, dans nos accouplements, la 

transmission de la mutation sera différente selon que le géniteur porteur de la mutation est le mâle 

ou la femelle. Ici, la femelle F0 identifiée comme étant hétérozygote (n°23) a été accouplée avec un 

mâle WT (Figure 49-A). Les mâles dont le chromosome X porte la mutation conduisant à la variation 

protéique Lage3 p.F137S sont hémizygotes et nommés ci-après Lage3 Ki hémi. Ces animaux ont un 

profil de digestion qui correspondrait à des animaux homozygotes si le gène était sur un autosome 

avec des fragments de digestion de 326 pb et 72 pb (la dernière bande est très peu visible en raison 

de sa petite taille). De manière similaire à ce qui a été décrit pour les souris F0, un seul fragment de 

digestion à 398 pb correspond à un génotype WT pour les animaux présentant ce profil (Figure 49-B). 

Pour cette génération, nous avons obtenu 18 animaux dont 27,8 % de génotype WT, 27,8 % de 
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génotype hétérozygote et 44.4 % de génotype hémizygote (8 mâles hémizygotes obtenus). Les 

proportions attendues pour un gène localisé sur le chromosome X sont 25 % d’animaux hétérozygotes 

et hémizygotes ainsi que 50 % WT. Ici, les valeurs obtenues sont différentes des proportions attendues, 

cela pourrait s’expliquer par le faible nombre d’animaux analysés.  

 

Figure n°49 : Représentation schématique d’un accouplement et génotypage par PCR/digestion des animaux de 

la génération F1 pour la lignée Lage3. 

(A) Croisement réalisé pour obtenir la génération F1 de la lignée Lage3. (B) Produits PCR Lage3 digérés par PvuII, les 

abréviations sont T- pour témoin négatif de PCR et T+ pour témoin positif de digestion et Mq : marqueur de taille. 

 
Pour la lignée Lage3, les mâles hémizygotes meurent prématurément avant d’atteindre leur 

maturité sexuelle. Nous avons donc accouplé une femelle porteuse de la mutation à l’état 

hétérozygote avec un mâle de génotype WT. De façon identique à la lignée Osgep, trois accouplements 

ont été réalisés en parallèle pour créer une cohorte de mâles hémizygotes à étudier (Figure 50-A). 

Après génotypage de la génération F2, nous avons obtenu 68 animaux au total dont 31 WT (45,5 %), 

20 hétérozygotes (29,5 %) et 17 hémizygotes (25 %), respectant ainsi les proportions attendues lorsque 

la femelle est hétérozygote pour la mutation (respectivement 25 % pour les animaux hétérozygotes et 

hémizygotes ainsi que 50 % pour les animaux WT) (Figure 50-B). Les fragments PCR obtenus pour les 

souris hémizygotes ont été séquencés pour valider la présence de la mutation (Figure 50-C). 
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Figure n°50 : Représentation schématique d’un accouplement et génotypage par PCR puis digestion des 

animaux de génération F2 pour la lignée Lage3. 

(A) Croisement réalisé pour obtenir la génération F2 de la lignée Lage3. (B) Produits PCR Lage3 digérés par PvuII. Les 

abréviations sont T- pour témoin négatif de PCR et T+ pour témoin positif de digestion et Mq : marqueur de taille. (C) Exemple 

de séquences WT et Lage3 Ki hémi. 

 

b) Caractérisation phénotypique des deux lignées de souris KI 

(1) Etude macroscopique et survie 

Une fois les lignées KI porteuses des mutations protéiques Osgep Ki hom et Lage3 Ki hémi 

obtenues, nous avons dans un premier temps observé l’aspect général des animaux au cours de leur 

développement par rapport à des souris contrôles. À 10 mois, les souris Osgep Ki hom (n=5) ne 

présentent pas de différence morphologique au niveau de la taille, ni au niveau de leur aspect général 

par rapport aux souris WT (n=5) (Figure 51-gauche). En revanche, pour les souris Lage3 Ki hémi (n=5), 

nous avons observé une différence de taille avec les animaux WT (n=5). Cette différence n’est pas 

visible à la naissance mais apparait après trois semaines, au moment du sevrage. Les animaux Lage3 

Ki hémi sont plus petits et plus chétifs que les animaux WT (Figure 51-droite).  
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Figure n°51 : Aspect d’une souris Osgep WT et Osgep Ki homozygote à 275 jours et d’une souris Lage3 WT et 

Lage3 Ki hémizygote à 55 jours. 

 
Des mesures de poids ont été effectuées une fois par semaine pendant 4 mois sur des souris 

WT (n=10) et Osgep Ki hom (n=10). Nous n’avons pas observé de différence de poids significative entre 

les deux cohortes (n=6, Figure 52-A). En parallèle, nous avons suivi le taux de survie de ces animaux 

pendant 10 mois (275 jours) et nous n’avons enregistré aucun décès précoce des animaux Osgep Ki 

hom (n=10) par rapport aux animaux contrôle (n=10, Figure 52-B).  

 

Figure n°52 : Courbe de poids (n=10) et de survie (n=10) des animaux Osgep WT et Osgep Ki hom.  

La même série d’expérience a été réalisée pour la lignée murine Lage3. Les animaux Lage3 Ki 

hémi (n=7) prennent très peu de poids comparés aux animaux WT issus de la même portée (n=7). En 
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1 mois et demi ils prennent 5,4 g en moyenne par rapport à leur poids après le sevrage, contre 11,2 g 

en moyenne pour un animal WT (Figure 53-A). De plus, ces animaux ont une espérance vie réduite 

avec un taux de survie à 50 % à partir de 60 jours (2 mois, n=7) (Figure 53-B). 

 

Figure n°53 : Courbe de poids (n=7) et de survie (n=7) des souris Lage3 WT et Lage3 Ki hémi.  

(2) Études biochimiques 

Nous avons dans un premier temps réalisé des prélèvements d’urine afin de vérifier si les souris 

développent une protéinurie, signe d’une anomalie de la fonction rénale. Les urines de souris WT (=7) 

et Lage3 KI hémi (n=7) ont été prélevées une fois par semaine, puis analysées par électrophorèse en 

gel de type SDS-PAGE pour séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire. De l’albumine, 

sous forme d’albumine de sérum bovin (en anglais « Bovine Serum Albumin » ou BSA), est également 

déposée sur le gel en tant que contrôle positif de taille et de quantité. En effet, cette protéine de 60kDa, 

présente en grande quantité dans le plasma sanguin, ne franchit la barrière de filtration glomérulaire 

que lorsque cette dernière est altérée. L’albumine se retrouve donc dans les urines en cas de défaut 

de filtration du rein. Après migration, les protéines sont révélées par coloration du gel au bleu de 

Coomassie, la BSA étant bien observée à la taille attendue de 60kDa (Figure 54). A 43 et 46 jours 

postnatal (environ 1 mois et demi), nous n’avons pas détecté de protéinurie chez les animaux Lage3 

Ki hémi. Une bande à la taille de la BSA est détectée dans la première piste du gel, mais nous avons 

observé plusieurs fois ce phénomène pour différents animaux. De plus, nous n’avons pas observé 

d’augmentation de l’intensité de cette bande au cours du temps, c’est-à-dire pas d’augmentation de 

la quantité de cette protéine, comme cela est observé habituellement lors d’une protéinurie. D’autre 

part, cette bande disparaissait chez certains animaux dans le prélèvement suivant et pouvait être 

présente chez des animaux WT, suggérant qu’elle pourrait correspondre à une contamination des 

urines par des cellules de peau ou du sperme lors de leur récolte.  
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Figure n°54 : Analyse de la protéinurie chez les souris Lage3 Ki hémi et WT à 43 et 46 jours postnatal.  

Les urines de cinq souris Lage3 Ki hémi et d’une souris WT ont été déposées sur un gel SDS-PAGE 10 %. Le gel a 

ensuite été coloré au bleu de Coomassie pour révéler les protéines. La BSA (2µg et 8µg) sert de contrôle positif 

de taille et de quantité. 

En effet, dans la littérature, les trois patients décrits atteints de GAMOS et portant la mutation OSGEP 

p.R325Q à l’état homozygote présentent une tubulopathie avec une perte de calcium, magnésium et 

potassium dans les urines (Braun et al., 2017b; Chen et al., 2016; Edvardson et al., 2017; Wang et al., 

2018). Leur protéinurie est non néphrotique (< à 3g/24h). De façon intéressante, ce sont les seuls 

patients mutés pour les gènes du complexe KEOPS qui ne présentent pas de syndrome néphrotique. 

Nous avons donc mesuré la concentration de plusieurs ions (calcium, phosphate, magnésium, 

potassium, sodium et chlore) et du glucose dans les urines des souris Osgep Ki hom et montré qu’il n’y 

a aucune différence de concentrations en ions et en glucose entre les souris WT (n=8, sauf pour le 

chlore n=7) et les souris Osgep Ki hom (n=9, sauf pour le chlore n=8) (Figure 55). 
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Figure n°55 : Dosages biochimiques de différents ions présents dans les urines des animaux Osgep WT (n=8, sauf 

chlore n=7) et Osgep Ki hom (n=9, sauf chlore n=8).  
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(3) Etudes histologiques 

 
 Nous avons réalisé des coupes histologiques de cerveaux et de reins pour les deux lignées 

murines à 275 jours et 55 jours respectivement pour la lignée Osgep et Lage3, afin de voir si les 

mutations ont un impact sur la structure et l’organisation globale des tissus d’intérêt.  

En ce qui concerne l’histologie rénale, nous avons réalisé trois colorations différentes afin 

d’avoir une vision globale de la morphologie des tissus (coloration H&E pour le noyau et le cytoplasme), 

la présence de tissus conjonctifs (coloration à l’acide périodique Schiff, PAS) mettant en évidence les 

mucines des épithéliums à bordure en brosse, les membranes basales) et la présence de fibrose 

(coloration trichrome de Masson pour les collagènes). Cependant, aucune différence morphologique 

n’a été observée, que ce soit au niveau des tubules rénaux ou des glomérules, lorsque nous avons 

comparé les différentes coupes de rein des souris WT (n=5) avec celles des souris Osgep Ki hom et 

Lage3 Ki hémi (n=5) (Figure 56 et Figure 57).  

 

Figure n°56 : Coupes histologiques des reins des souris WT et Osgep Ki hom (n=5).  

Les coupes de 4 µm d’épaisseur ont été colorées à l’H&E, PAS et Trichrome de Masson. 

 

Figure n°57 : Coupes histologiques de reins des souris WT et Lage3 Ki hémi (n=5). 

Les coupes de 4 µm d’épaisseur ont été colorées à l’H&E, PAS et Trichrome de Masson. 
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 En ce qui concerne les coupes de cerveaux, nous avons étudié en particulier le cervelet 

car cette partie du cerveau a été décrite comme étant atrophiée chez les patients porteurs des 

variations protéiques OSGEP p.R325Q et LAGE3 p.F137S (Braun et al. 2017; Edvardson et al. 2017; 

Wang et al. 2018). Cependant, aucune différence n’a été observée lorsque nous avons comparé la taille 

du cervelet entre les souris WT (n=5) et les souris Osgep Ki hom et Lage3 Ki hémi (n=5) (Figure 58-

gauche et Figure 59-gauche). De plus, aucune anomalie n’a été observée dans l’organisation des 

différentes couches moléculaires (CM) et granulaires (CG), au niveau des cellules de Purkinje (CP) et 

de la substance blanche du cervelet (SMB) (Figure 58-droite et Figure 59-droite). D’autres parties du 

cerveau comme l’hippocampe et le cervelet, zones importantes dans le développement du cerveau, 

ont été étudiées mais aucune anomalie n’a été observée chez les animaux mutés (données non 

présentées). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°58 : Coupes histologiques du cerveau d’une souris WT et d’une souris Osgep Ki hom. 

Les coupes de 7 µm d’épaisseur ont été colorées par l’H&E. Les abréviations sont : CM, couche moléculaire ; CP, cellules de 

Purkinje ; CG, couche granulaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°59 : Coupes histologiques du cerveau d’une souris WT et d’une souris Lage3 Ki hémi.  

Les coupes de 7 µm d’épaisseur ont été colorées par l’H&E. Les abréviations sont : CM, couche moléculaire ; CP, cellules de 

Purkinje; CG, couche granulaire. 
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(1) Etudes moléculaires 

Le complexe KEOPS est un complexe finement régulé dans la cellule (Wan et al. 2016). Etant 

donné que nous avions montré que l’absence de la protéine GON7 entraînait une déstabilisation du 

complexe et affectait l’expression des 4 sous-unités du complexe, au niveau protéique, nous nous 

sommes demandé si les mutations des gènes Lage3 et Osgep affectaient l’expression des autres sous-

unités du complexe. Pour cela, nous avons comparé l’expression des différents gènes du complexe 

KEOPS dans le cerveau et le rein entre les souris Ki et les souris WT par RT-qPCR et par immunoblot. 

Malheureusement, nous n’avons pu analyser les immunoblots car les anticorps donnaient beaucoup 

trop de bandes non spécifiques. Différents anticorps et conditions d’hybridation ont été testés sans 

succès.  

Les analyses par RT-qPCR n’ont pas mis en évidence de différence d’expression des cinq sous-unités 

du complexe KEOPS entre les souris WT et les souris Osgep Ki hom et Lage3 Ki hémi dans le cerveau 

(Figure 60 et Figure 61, respectivement). La même série d’expérience a été réalisée dans le rein, 

cependant aucune différence n’a été observée dans cet organe entre les souris WT et Osgep Ki hom et 

Lage3 Ki hémi (Figure 62 et Figure 63).  
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Figure n°60 : Analyse de l’expression des gènes du complexe KEOPS dans le cerveau des souris WT (n=5) et des 
souris Osgep Ki hom (n=5).  
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Figure n°61 : Analyse de l’expression des gènes du complexe KEOPS dans le rein des souris WT (n=5) et des 
souris Osgep Ki hom (n=4).  
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Figure n°62 : Analyse de l’expression des gènes du complexe KEOPS dans le cerveau des souris WT (n=5) et 
Lage3 KI hémi (n=5).  
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Figure n°63 : Analyse de l’expression des gènes du complexe KEOPS dans le rein des souris WT (n=5) et Lage3 KI 
hémi (n=5).  
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c) Etablissement d’un modèle murin Osgep KI/KO 

(1) Génération de la lignée 

Vu de l’absence d’un phénotype chez les souris Osgep Ki hom, nous avons décidé de générer 

une troisième lignée en utilisant le modèle murin Osgep KO (nommé OS4A) établi dans le laboratoire 

avant mon arrivée sur ce projet. Dans ce modèle KO généré par CRISPR/Cas9, il y a une délétion d’une 

paire de base (c.468delC) à l’état hétérozygote dans l’exon 4 du gène Osgep conduisant à l’apparition 

d’un codon stop prématuré. L’inactivation du gène Osgep à l’état homozygote dans ce modèle entraîne 

une létalité embryonnaire précoce. Nous avons émis l’hypothèse que la combinaison d’un allèle Osgep 

KO et d’un allèle Osgep KI (mutation R325Q), reproduisant une association observée chez un patient 

avec GAMOS (patient N3741 dans Braun et al., 2017), favoriserait le développement d’anomalies 

rénales et/ou cérébrales. Pour cela, nous avons accouplé une souris Osgep Ki hom avec une souris 

Osgep OS4A KO hétérozygote (Figure 64). 

 

Figure n°64 : Schéma de croisement des souris Osgep KI hom et KO het de la lignée KI/KO. 
 

Étant donné que l’un des géniteurs est homozygote pour le KI, alors tous les animaux issus de 

cet accouplement seront porteurs de l’allèle KI et il y aura 50 % de souris KI/KO (les souris d’intérêt) et 

50 % de souris Ki/WT qui serviront de contrôles car elles ne développeront pas la maladie. De la même 

manière que précédemment, la délétion de la base C dans l’exon 4 conduit à la disparition du site de 

restriction BseDI (CCNNGG), nous permettant ainsi de génotyper les animaux par PCR et digestion 

enzymatique. Nous avons utilisé la PCR OS4A pour discriminer les animaux porteurs ou non de la 

délétion dans l’exon 4 d’Osgep.  

Pour cette PCR ciblant l’exon 4 d’Osgep, après digestion enzymatique des produits de PCR, deux 

fragments de digestion sont obtenus pour les souris possédant un allèle WT (fragments à 302 pb et 

241 pb) alors qu’un seul fragment de 543 pb est obtenu pour les animaux possédant un allèle KO sur 

l’exon 4 (Figure 65). 
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Figure n°65 : Exemple de génotypage de souris issues de l’accouplement de la lignée Osgep KI avec la lignée 
Osgep KO.  
Après amplification, les produits PCR sont digérés par BseDI et migrés sur gel d’agarose. Mq, marqueur. 
 

Nous avons validé le génotype des souris par séquençage Sanger (Figure 66). Pour cette lignée, 

nous avons obtenu 43 animaux au total dont 21 KI/WT (48,8 %) et 22 KI/KO (51,2 %) ce qui est en 

accord avec les proportions attendues (50 % de chaque génotype). 

 

Figure n°66 : Vérification des produits PCR de génotypage par séquençage Sanger des souris KI/WT et KI/KO. 
Les mutations sont respectivement dans les exons 4 et 11 pour la délétion dans l’exon 4 et la mutation faux sens Osgep 
conduisant à la variation protéique p.R325Q. 

 

(2) Etude macroscopique 

Une fois les animaux KI/KO obtenus, nous avons observé leur aspect morphologique au cours 

de leur développement à partir de la naissance. A 6 mois, les souris KI/KO ne présentent pas de 

différence morphologique au niveau de la taille, ni au niveau de leur aspect général par rapport aux 

souris KI/WT (Figure 67).  
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Figure n°67 : Aspect des souris Osgep KI/WT et KI/KO. 
 

Nous avons suivi le développement de ces souris sur plusieurs mois afin de surveiller l’apparition 

d’anomalies, en particulier d’une microcéphalie. Pendant 4 mois, des souris KI/WT et KI/KO ont été 

pesées une fois tous les quinze jours. Durant la durée de cette expérience, nous avons observé une 

légère diminution de poids mais non significative entre les deux cohortes (Figure 68-A). En parallèle, 

nous avons suivi le taux de survie de ces animaux pendant 6 mois (162 jours) et nous n’avons enregistré 

aucun décès précoce des animaux KI/KO (Figure 68-B).  

 

Figure n°68 : Courbe de poids (n=6) et de survie (n=6) Osgep KI/WT et KI/KO.  
 

Afin de tester si les souris KI/KO développent une protéinurie, nous avons fait migrer les urines sur gel 

SDS-PAGE puis coloré le gel au bleu de Coomassie. Nous n’avons pas observé de protéines dans les 

urines (aucune bande à la taille attendue de 60 kDa) à la fois pour les souris KI/WT et les souris KI/KO, 

indiquant une absence de protéinurie (Figure 69). 

KI/KO KI/WT 
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Figure n°69 : Urines issues des souris Osgep KI/WT (n=2) et KI/KO (n=3) à 164 jours postnatal migrées sur un gel 
SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie. 

(3) Etudes histologiques 

Afin de vérifier l’intégrité des tissus d’intérêt, nous avons réalisé des coupes histologiques de 

cerveau et de rein. Lors de l’étude des coupes de rein pour les souris KI/KO, aucune différence au 

niveau histologique n’a été observée entre les souris KI/WT et les souris KI/KO (Figure 70). 

       

Figure n°70 : Coupes histologiques de reins des souris Osgep KI/WT et KI/KO. 
Coupes de 4 µm d’épaisseur colorées à l’H&E, PAS et Trichrome de Masson (155 jours). 

 

 Aucune différence n’a été observée lorsque nous avons comparé la taille du cervelet entre les 

souris KI/WT et les souris KI/KO (Figure 71-gauche). De plus, nous n’avons remarqué aucune différence 

dans l’organisation des différentes couches moléculaire (CM), granulaire (CG), des cellules de Purkinje 

(CP) et de la substance blanche du cervelet (SMB) entre les souris KI/KO et les souris KI/WT (Figure 71-

droite). D’autres parties du cerveau comme l’hippocampe et le cortex, zones importantes dans le 

développement du cerveau ont été étudiées, cependant aucune différence n’a pu être mise en 

évidence entre les souris KI/KO et les souris KI/WT (données non présentées). 



92 
 

 

Figure n°71 : Coupes histologiques du cervelet des souris Osgep KI/WT et KI/KO (155 jours).  

Les coupes de 7 µm d’épaisseur ont été colorées par l’H&E. Les abréviations sont : CM, couche moléculaire ; CP, cellules de 

Purkinje; CG, couche granulaire. 

 

3. Inactivation des gènes du complexe KEOPS par électroporation  

in utero 
 

Les patients atteints du GAMOS ont une microcéphalie primaire indiquant que le 

développement du cerveau est altéré à un stade très précoce. Comme les différentes lignées de souris 

mutées pour les gènes du complexe KEOPS que nous avons générées au laboratoire ne présentent pas 

le phénotype attendu, nous avons donc décidé d’utiliser une autre approche qui permet d’inactiver un 

gène du complexe KEOPS de façon spécifique par interférence de l’ARN à un stade embryonnaire 

précoce : l’électroporation in utero (en collaboration avec le laboratoire de « Génétique et 

Développement du Cortex Cérébral », dirigé par le Dr Pierani à l’Institut Imagine). Cette technique 

consiste à appliquer un champ électrique bref grâce à deux électrodes placées de part et d’autre de la 

zone que l’on souhaite électroporer (par exemple le cerveau). Lors du choc électrique, les parois 

cellulaires sont perméabilisées et l’ADN est transféré dans les cellules. Nous avons ainsi voulu étudier 

l’impact de l’absence des 3 gènes Osgep, Lage3 et Gon7 au cours du développement cérébral, en 

particulier au cours de la neurogénèse en étudiant plus précisément l’apoptose, la prolifération et la 

migration des neurones au stade embryonnaire E16. Ces expériences nous permettront de pallier la 

mortalité précoce des animaux Osgep KO. De plus, nous pourrons identifier les défauts d'organisation 

du cerveau au niveau macroscopique et microscopique afin d'estimer la quantité et la qualité des 

différents types cellulaires dans les différentes régions du cerveau (cervelet, cortex cérébral) à 

différents stades de développement, et d'identifier des altérations spécifiques des gènes régulés par 

le complexe KEOPS. Ces expériences pourront nous aider dans la compréhension des mécanismes 
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moléculaires impliqués dans le développement de l’atteinte neurologique observé dans le GAMOS. 

Cette approche a déjà été utilisée par l’équipe du Dr Pierani notamment dans l’identification d’un 

nouveau domaine de la protéine Dbx1 qui est indispensable pour le développement des cellules 

nerveuses (Karaz et al., 2016).  

a) Conception des shARN et clonage  

Pour chaque gène, nous avons choisi un shARN. Les séquences du shARN sont composées de 

deux sites de restriction BamHI et XhoI de part et d’autre de leurs extrémités afin de faciliter le clonage 

dans le vecteur plasmidique pSuper (Oligoengine, VEC-PBS-0001/0002). La séquence du shARN est 

présente en sens et anti-sens, ce qui va permettre le repliement du sh en une structure en épingle à 

cheveux. Pour que les deux séquences puissent s’apparier correctement, elles sont séparées par une 

boucle de 9 nucléotides. La séquence terminatrice permet le recrutement des protéines qui 

permettront l’activation des mécanismes de l’ARN interférence, une fois le shARN à l’intérieur de la 

cellule (Figure 72). 

 

Figure n°72 : Schéma et séquences des shARN contre les gènes Osgep, Lage3 et Gon7.  
 

b) Vérification de l’efficacité des shARN in vitro avant l’électroporation 

Afin de vérifier l’efficacité des shARN choisis, nous avons co-transfecté des cellules murines du 

canal collecteur médullaire interne ou IMCD (« inner medullary collecting duct ») avec le vecteur 

pSuper contenant le shARN et un plasmide exprimant la GFP (pCAG-GFP, don de l’équipe Pierani). 

Après un tri des cellules GFP positives, nous avons observé une réduction de 50 % des transcrits Osgep, 

Lage3 et Gon7 dans les cellules co-transfectées avec le vecteur contenant le shARN et la GFP par 

rapport aux cellules transfectées uniquement avec la GFP (Figure 73).  
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Figure n°73 : Validation de l’efficacité des shARN.  
Les cellules IMCD ont été transfectées soit avec les plasmides pSuper contenant shARN et pCAG-GFP, soit avec le plasmide 
pCAG-GFP seul. Le contrôle NT correspond aux IMCD non transfectées. Les cellules GFP+ sont triées et leur ARN extraits 
pour réaliser une RT-qPCR. 

 

Les gènes du complexe KEOPS étant des gènes essentiels très conservés dans les domaines du 

vivant, il est difficile d’obtenir une réduction importante du niveau d’expression de leurs transcrits.  

Cependant, ce résultat nous a permis de valider l’efficacité des shARN que nous avons choisis pour 

chacun des gènes ciblés. Nous allons pouvoir utiliser ces shARN pour réaliser les électroporations in 

utero. Une fois les électroporations effectuées, les embryons de souris seront sacrifiés à E16 afin de 

réaliser des coupes histologiques du cerveau. Ces expériences avaient été programmées pour fin avril, 

cependant à cause du confinement national lié à la pandémie du virus SARS-CoV-2, il ne sera pas 

possible de les réaliser avant la soutenance de mon mémoire, les conditions de la remise en route des 

laboratoires de l’Institut Imagine n’étant pas encore précisément définies. 

E. Discussion – perspectives 
 

1. Etude in vitro de la stabilité du complexe KEOPS  
 

Mon laboratoire d’accueil a récemment identifié des mutations dans des gènes codant des 

protéines impliquées dans la voie de biosynthèse de t6A, une modification qui se produit sur un nombre 

restreint d'ARNt et qui est cruciale pour une traduction précise et efficace des protéines. Les enfants 

porteurs de mutations dans ces gènes présentent un syndrome de Galloway-Mowat (GAMOS), une 

maladie génétique rare associant une atteinte rénale à une microcéphalie et des anomalies 

neurologiques. Ce syndrome pose la question fascinante des voies moléculaires qui pourraient être 

communes au cerveau et aux reins. De plus, les différents processus cellulaires altérés dans les 

modèles cellulaires de GAMOS générés par mon laboratoire, soulignent le rôle crucial de cette 

modification dans la pathogenèse de GAMOS. Cependant, à l’exception de la sous-unité OSGEP, la 
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fonction précise des autres sous-unités du complexe KEOPS n’est pas encore connue, en particulier 

celle de la protéine GON7 récemment identifiée comme étant la 5ème sous-unité du complexe.  

Les études menées au laboratoire ont permis de montrer que les protéines LAGE3 et GON7 

interagissent et que cette interaction pourrait moduler la stabilité et donc la fonction du complexe 

KEOPS. Je me suis donc intéressée à l’étude de la stabilité du complexe KEOPS en commençant par 

étudier les protéines LAGE3 et GON7. Les résultats obtenus montrent que lorsque les deux protéines 

sont co-exprimées, elles sont plus stables et donc dégradées moins rapidement. En revanche, 

lorsqu’elles sont exprimées séparément, elles sont plus rapidement dégradées. Cela est vrai surtout 

pour la protéine GON7 dont la stabilité semble dépendre particulièrement de la présence de LAGE3. 

Cette étude permet de valider l’hypothèse d’une stabilisation des deux protéines GON7 et LAGE3 

lorsque celles-ci sont co-exprimées dans des cellules humaines rénales (HEK293T). Nos résultats sont 

renforcés par ceux obtenus par nos collaborateurs : le Pr van Tilbeurgh (Directeur du laboratoire de 

biologie structurale « Fonction et architecture des assemblages macromoléculaires » à l’Institut de 

Biologie Intégrative de la Cellule à Orsay) et son équipe, qui ont montré que GON7 est une protéine 

intrinsèquement désordonnée qui devient partiellement structurée suite à son interaction avec LAGE3 

(Arrondel et al., 2019). Ces résultats sont dans la continuité de leurs études chez la levure démontrant 

que la liaison de Gon7 (orthologue de GON7) à Pcc1 (orthologue de LAGE3) empêche la dimérisation 

du complexe KEOPS car Gon7 se fixe sur les sites de dimérisation de Pcc1 (Zhang et al., 2015). D’autre 

part, une autre équipe a montré que la quantité de t6A produite par le complexe KEOPS est 5 fois plus 

importante quand la protéine GON7 est présente (Wan et al., 2017). Cela suggère une forte implication 

de GON7 dans la régulation du complexe KEOPS via son interaction avec LAGE3. Pour aller plus loin 

dans l’étude des interactions entre les différents membres du complexe KEOPS et la stabilité de ce 

dernier, il serait intéressant d’étendre les expériences de demi-vie aux autres protéines du complexe 

KEOPS (OSGEP, TP53RK et TPRKB) afin d’étudier si le même phénomène est observé pour les autres 

membres du complexe KEOPS. D’autre part, le laboratoire a établi des lignées de cellules pluripotentes 

induites (iPSCs) à partir des cellules de patients avec GAMOS (2 patients mutés pour le gène GON7 et 

1 patient muté pour le gène OSGEP) qui pourront être différenciées en podocytes, progéniteurs 

neuronaux et en organoïdes rénaux et cérébraux. Ces nouveaux modèles sont complémentaires à ceux 

déjà développés et ouvrent de nouvelles voies pour identifier de nouveaux mécanismes 

physiopathologiques conduisant au GAMOS. 
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2. Etude in vivo du complexe KEOPS chez la souris 
 

Depuis plusieurs années, le laboratoire utilise les modèles murins pour modéliser les 

syndromes néphrotiques héréditaires, en particulier le SNCR lié à des mutations du gène NPHS2. Avant 

mon arrivée au laboratoire, deux lignées KO avaient été générées pour tenter de modéliser le GAMOS. 

Le premier modèle généré a été un KO du gène GON7 car les patients mutés pour ce gène ont tous un 

stop prématuré dans le premier exon du gène (c.21C>A, p.Y7X) qui aboutit à une absence totale de la 

protéine GON7. Cependant, ces souris homozygotes pour le KO ne présentent aucun phénotype 

particulier (pas de microcéphalie, ni de protéinurie à 18 mois), malgré l’ensemble des études 

biochimiques, histologiques et moléculaires réalisées (résultats non publiés dans la littérature 

scientifique). Le second modèle a été généré après l’identification des premières mutations dans le 

gène OSGEP chez des patients avec un GAMOS. Ce modèle murin généré par la technologie du 

CRISPR/Cas9 est caractérisé par la délétion d’une base (c.468delC) aboutissant à l’apparition d’un 

codon stop prématuré à l’acide aminé 167 (la protéine Osgep contenant 335 acides aminés) (résultats 

non publiés dans la littérature scientifique). A l’inverse du KO de Gon7, nous n’avons obtenu aucun 

animal homozygote pour le KO du gène Osgep indiquant que l’absence de protéine Osgep 

fonctionnelle est létale à un stade embryonnaire précoce. Ces résultats sont en accord avec le fait que 

le gène OSGEP est extrêmement conservé au cours de l’évolution et qu’il fait partie des gènes dits 

« essentiels » (Hart et al., 2015). En effet, nous avons montré que l’inactivation du gène OSGEP par 

interférence par ARN dans une lignée de podocytes humains conduit à une diminution de la survie 

cellulaire caractérisée par une diminution de la prolifération, une augmentation de l’apoptose ainsi 

qu’une diminution de la synthèse protéique et du niveau de t6A (Braun et al., 2017).  

Afin de comprendre les anomalies du développement rénal et cérébral au cours de la 

pathologie chez les patients atteints du GAMOS, mon objectif a donc été de générer grâce à la 

technique du CRISPR/Cas9 deux modèles murins porteurs des variations protéiques Osgep p.R325Q et 

Lage3 p.F137S, mutations identifiées chez des patients avec GAMOS. Des études cliniques (aspect 

macroscopique, analyses biochimiques des urines), histologiques (coupes de reins et de cerveau) et 

moléculaires (RT-qPCR) ont été réalisées sur les animaux Osgep KI homozygotes et Lage3 KI 

hémizygotes. Cependant, aucune anomalie n’a été détectée et aucun animal ne présente de 

protéinurie, ni de microcéphalie. Le seul phénotype observé sur les souris Lage3 KI hémizygotes est un 

retard pondéral important par rapport aux souris contrôles, ainsi qu’une mort prématurée dont 

l’origine n’a pas encore été identifiée. Cette anomalie pourrait être due à un problème de 

développement, de nutrition ou de métabolisme car le retard pondéral observé débute au moment 

du sevrage des souriceaux (vers 21 jours). Nous ne pouvons pas non plus écarter que ce phénotype 
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soit dû à des mutations « off-targets » qui peuvent survenir lors de l’utilisation de la technique du 

CRISPR/Cas9. Ces « off-targets » sont le résultat de coupures du génome par la Cas9 à des loci non 

souhaités, c’est-à-dire en dehors de la région ciblée par le guide. Les « off-targets » prédits par le 

logiciel CRISPOR-tefor, utilisé pour choisir les guides devront être testés afin d’exclure cette 

hypothèse ; même si une recherche bio-informatique et bibliographique a permis de déterminer 

qu’aucun « off-target » prédit ne touche un gène impliqué dans le développement.  

Des expériences de complémentation fonctionnelle basée sur la croissance cellulaire ont été 

réalisées dans des levures délétées pour le gène Kae1, orthologue du gène humain OSGEP. Ces 

expériences ont permis d’identifier deux classes fonctionnelles d'allèles mutants : (i) les allèles 

hypomorphes qui ont rétabli la croissance mais de façon moins efficace que l’allèle OSGEP sauvage 

(WT), et ii) des allèles amorphes qui étaient totalement incapables de restaurer la croissance des 

levures délétées pour Kae1 (Braun et al., 2017). Or, la mutation p.R325Q a été montrée comme étant 

un allèle hypomorphe. Il est donc possible que l’absence de phénotype chez les souris Osgep KI 

homozygotes pour la mutation p.R325Q, soit due au fait que l’allèle R325Q hypomorphe conduit à une 

protéine moins active que la protéine Osgep sauvage, mais que cette activité amoindrie n’est pas 

suffisante pour engendrer des anomalies au niveau du rein et du cerveau. De façon intéressante, cette 

mutation à l’état homozygote chez des patients n’entraine pas l’apparition d’un SN mais plutôt d’une 

tubulopathie, une atteinte rénale moins sévère. Cependant, les patients présentent bien une 

microcéphalie (Braun et al., 2017). Pour tenter de déclencher l’apparition d’un phénotype (rénal et/ou 

cérébral), nous avons décidé de croiser les souris Osgep KI homozygotes avec les souris Osgep KO 

hétérozygotes (souris KI/KO). En effet, la combinaison d’un allèle OSGEP KO (mutation d’épissage 

entrainant l’apparition d’un codon stop prématuré sur la protéine) avec l’allèle portant la variation 

protéique OSGEP p.R325Q a déjà été retrouvée chez des patients GAMOS qui présentaient un 

phénotype plus sévère avec un SN congénital et une microcéphalie (Braun et al., 2017). Cependant, 

malgré l’ensemble des études réalisées, les souris Osgep KI/KO ne présentent pas de phénotype tout 

comme les souris Osgep KI homozygotes et Lage3 KI hémizygotes.  

Les modèles murins portant des mutations faux-sens de gènes impliqués dans des pathologies 

humaines ne présentant aucun phénotype ne sont pas rares et c’est le cas par exemple, pour INF2 

(INverted Formin 2) un gène codant pour une protéine accélérant la polymérisation ou 

dépolymérisation des filaments d’actine. Le modèle murin créé en 2016 et porteur de la variation 

protéique INF2 p.R218Q ne présente pas de phénotype clair à l’état hétérozygote ou homozygote à 15 

semaines (4 mois) (Subramanian et al., 2016). Chez l’homme, un grand nombre des SNCR AD (16 %) a 

été associé à des mutations dans ce gène dont l’atteinte rénale se traduit par une hyalinose 

ségmentaire et focale (HSF) (Barua et al., 2013). En conclusion, ces résultats montrent la difficulté de 
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mettre au point un modèle murin pour le GAMOS à la fois viable et présentant un phénotype proche 

de celui des patients. L’ensemble de ces résultats semble indiquer que l’insertion de mutations 

humaines chez la souris ne semble pas donner de phénotype proche de celui des patients malgré une 

forte conservation génétique entre l’homme et la souris. 

Récemment, le groupe de F. Hildebrandt (Boston, Etats-Unis), avec lequel notre équipe a 

collaboré pour l’étude du complexe KEOPS, a réalisé le KO de chacun des quatre gènes KEOPS (Osgep, 

Lage3, TP53RK, TPRKB) chez la souris par CRISPR/Cas9 (Braun et al., 2017). Ils ont sacrifié les embryons 

CRISPR F0 au stade embryonnaire 18,5 (E18,5) pour effectuer des mesures du cerveau et ont montré 

une réduction de la longueur et de la largeur du cortex reproduisant le phénotype de la microcéphalie 

observée chez l’homme. Cependant, les embryons obtenus présentaient un taux de mosaïcisme 

important, avec des populations de cellules portant des mutations différentes dans le gène Osgep. Ils 

pouvaient être considérés comme hypomorphes, expliquant ainsi l’absence de mortalité 

embryonnaire de ces animaux, contrairement à notre modèle murin Osgep KO dont toutes les cellules 

étaient KO pour le gène. Cependant, il n'existe aucune donnée sur la survie de ces souris car aucune 

génération F1 puis lignée n’a été générée. Les embryons CRISPR-KO pour ces 4 gènes ne présentaient 

aucune anomalie rénale, ce qui pourrait s’expliquer par une mortalité précoce qui masquerait le 

développement de lésions rénales qui seraient apparues plus tard chez les animaux plus âgés (Braun 

et al., 2017). Il semble donc que la mortalité précoce des animaux délétés pour les gènes essentiels du 

complexe KEOPS soit un véritable frein à la reproduction du phénotype chez l’animal et donc à l’étude 

du développement du GAMOS. Afin de pallier cette mortalité très précoce, il serait intéressant de 

réaliser un modèle KO conditionnel avec le système Cre/LoxP qui permet de déléter un gène, par 

exemple Osgep, dans un tissu spécifique. Pour cela, il faut générer une lignée de souris où le gène 

d’intérêt est encadré de part et d’autre par des sites loxP (appelé gène floxé) ainsi qu’une lignée 

transgénique porteuse du transgène Cre sous le contrôle d’un promoteur permettant l’expression 

spécifique de la Cre recombinase dans un tissu donné (rein, cerveau) ou un type cellulaire donné 

(podocytes, progéniteurs neuronaux). Le croisement entre ces deux lignées permet d’obtenir des 

animaux qui porteront la délétion du gène d’intérêt dans le tissu donné (Sauer, 1998). Cette stratégie 

permet non seulement de contourner le problème de la létalité embryonnaire qui se produit lorsque 

toutes les cellules de l'embryon portent la mutation, mais encore d'examiner l'effet de cette mutation 

dans n'importe quel tissu/cellule. La génération de ces lignées transgéniques Flox et Cre étant tout de 

même compliquée et longue, nous nous sommes tournés vers une autre approche, celle de 

l’électroporation in utero. Cette technique, réalisée en collaboration avec l’équipe du Dr Pierani, 

permet d’inactiver un gène par interférence à l’ARN en électroporant un shARN dans les cerveaux 
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d’embryons de souris à un stade embryonnaire précoce (E13.5), ce qui permet d’étudier l’impact de 

l’inactivation de ce gène sur le développement du cerveau (Karaz et al., 2016). 

En conclusion, au cours de ce travail, j’ai réalisé des études in vitro et in vivo pour mieux 

comprendre la physiopathologie du GAMOS. L’approche in vitro nous a permis de montrer que la 

stabilité de la protéine GON7 est augmentée par son interaction avec LAGE3 et que GON7 modulerait 

la stabilité et, par conséquent, la fonction du complexe KEOPS. Cependant, l’approche in vivo qui 

consistait à générer différents modèles murins n’a pas permis de reproduire le phénotype observé 

chez les patients atteints du GAMOS. De nombreuses études restent à faire, cependant, les différentes 

perspectives évoquées au cours de cette discussion et notamment l’approche novatrice 

d’électroporation in utero nous permettront peut-être d’obtenir un modèle animal reproduisant le 

phénotype du GAMOS observé chez l’homme. 
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Ma participation aux projets de recherche du Laboratoire des Maladies Rénales Héréditaires 

pendant mes trois années de formation au diplôme de l’EPHE m’ont permis d’aborder deux 

problématiques différentes utilisant des approches complémentaires.  

Lors de nos études fonctionnelles chez la drosophile portant sur deux gènes candidats de 

syndrome néphrotique, ADD3 et KAT2B, nous avons mis en évidence que les mutations dans ces deux 

gènes sont requises pour l’apparition du phénotype rénal précoce, résultat en faveur d’une action 

synergique entre les deux gènes. Ce résultat a permis de valider pour la première fois l’implication des 

gènes ADD3 et KAT2B dans les syndromes néphrotiques. De nombreuses autres investigations restent 

à mettre en œuvre, notamment la validation de ces résultats en identifiant d’autres patients 

présentant les mêmes mutations et symptômes. Lorsque la question de synergie a été soulevée dans 

ce projet, il a été pertinent d’utiliser un modèle animal possédant une grande souplesse afin d’étudier 

l’expression de différents gènes de manière ubiquitaire et/ou ciblée dans un organe. La drosophile 

était alors le modèle adéquat pour cette étude grâce à son cycle de vie rapide et l’utilisation du système 

UAS-Gal4. 

Ce mémoire présente également les résultats de l’étude menée sur le syndrome de Galloway-

Mowat. Ce travail porte sur l’analyse des différents membres du complexe KEOPS à la fois in vitro et in 

vivo et a pu mettre en évidence une stabilisation des protéines LAGE3 et GON7 dans les HEK293T.  

Dans ce cas, il a été est pertinent d’utiliser un modèle plus proche de l’homme comme la souris ou des 

cellules humaines. Malgré l’absence de phénotype des trois modèles murins présentés dans cette 

étude, la souris reste un modèle de choix par sa similitude génétique, physiologique et pathologique 

avec l'homme pour des études plus axées sur le développement de cette pathologie. 

Ce travail ouvre donc un champ d’investigations passionnant sur la compréhension des gènes 

impliqués dans les syndromes néphrotiques à travers deux modèles animaux et notamment de la 

pertinence du choix du modèle animal à utiliser en fonction de la question scientifique posée. 
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Enfants Malades, AP-HP, Paris, France, 8 BIOSS Center for Biological Signalling Studies and Center for

Systems Biology (ZBSA), Albert-Ludwigs-University, Freiburg, Germany, 9 III. Department of Medicine,

University Medical Center Hamburg-Eppendorf, Hamburg, Germany, 10 Division of Genetics, Arnold Palmer

Hospital for Children, Orlando Health, Orlando, FL, United States of America, 11 GeneDx, Inc, Gaithersburg,

MD, United States of America, 12 Sorbonne Université, UPMC, GRC ConCer-LD and AP-HP, Hôpital
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Abstract

Recent evidence suggests that the presence of more than one pathogenic mutation in a sin-

gle patient is more common than previously anticipated. One of the challenges hereby is to

dissect the contribution of each gene mutation, for which animal models such as Drosophila

can provide a valuable aid. Here, we identified three families with mutations in ADD3, encod-

ing for adducin-γ, with intellectual disability, microcephaly, cataracts and skeletal defects. In

one of the families with additional cardiomyopathy and steroid-resistant nephrotic syndrome

(SRNS), we found a homozygous variant in KAT2B, encoding the lysine acetyltransferase

2B, with impact on KAT2B protein levels in patient fibroblasts, suggesting that this second

mutation might contribute to the increased disease spectrum. In order to define the contribu-

tion of ADD3 and KAT2B mutations for the patient phenotype, we performed functional

experiments in the Drosophila model. We found that both mutations were unable to fully res-

cue the viability of the respective null mutants of the Drosophila homologs, hts and Gcn5,
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suggesting that they are indeed pathogenic in flies. While the KAT2B/Gcn5 mutation addi-

tionally showed a significantly reduced ability to rescue morphological and functional defects

of cardiomyocytes and nephrocytes (podocyte-like cells), this was not the case for the

ADD3 mutant rescue. Yet, the simultaneous knockdown of KAT2B and ADD3 synergistically

impaired kidney and heart function in flies as well as the adhesion and migration capacity of

cultured human podocytes, indicating that mutations in both genes may be required for the

full clinical manifestation. Altogether, our studies describe the expansion of the phenotypic

spectrum in ADD3 deficiency associated with a homozygous likely pathogenic KAT2B vari-

ant and thereby identify KAT2B as a susceptibility gene for kidney and heart disease in

ADD3-associated disorders.

Author summary

Genetic diseases with complex syndromic constellations may be caused by mutations in

more than one gene. Most examples studied so far describe genetic interactions of known

disease genes, suggesting that a large number of multilocus diseases remain unexplored.

Assessment of mutation pathogenicity can be achieved using animal models. One main

advantage of using Drosophila is that it allows easy in vivo gene manipulation in cell types

that are relevant for the disease. Here, we report the pathogenicity of ADD3 mutations in

three families with intellectual disability, microcephaly, cataracts and skeletal defects.

Moreover, we provide evidence that the renal and cardiac phenotypes in one of the fami-

lies could be unmasked by a homozygous variant in the lysine acetyltransferase encoding

KAT2B gene. In Drosophila, this variant resulted not only in decreased viability, but also

in functional defects in cardiomyocytes and nephrocytes, the latter being similar to mam-

malian podocytes. Our study implicates KAT2B as a susceptibility gene for steroid-resis-

tant nephrotic syndrome (SRNS) and cardiomyopathy and emphasizes the importance of

protein acetylation in kidney and heart function.

Introduction

The interrogation of the entire genome via next generation sequencing (NGS) technology has

revolutionized clinical diagnostics. For medical genetics that traditionally focuses on finding

monogenetic causes for Mendelian diseases, NGS has not only introduced much higher muta-

tion detection rates but also unprecedented complexities. A recent retrospective analysis of

more than 7000 exomes revealed multiple molecular diagnoses in around five percent of cases

with suspected monogenic disease [1], suggesting that patients with multilocus diseases are

underrecognized.

The phenotypic complexity of multilocus diseases, of which digenic disease represents the

simplest and most common form, can be challenging for the physician, both when it comes to

finding a diagnosis and to genetic counseling and risk assessment. Two distinct disease pheno-

types in a single patient may present with a completely new clinical phenotype. On the other

hand, two overlapping disease phenotypes may be misinterpreted as a single disease with

increased severity. The underlying genetic defects are equally difficult to predict. Both com-

pound phenotypes caused by mutations in two completely unrelated genes [1] and overlapping

disease phenotypes caused by mutations in genes within the same pathway are possible [2–4].

KAT2B is a susceptibility gene for SRNS and cardiomyopathy
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But as genes can be pleiotropic, there are most likely many exceptions to this. Also, while two

loci may be equal in importance [2], a second variant may simply enhance the general or

organ-specific penetrance of a given mutation [4].

One important challenge is therefore to decompose the contributions of each gene muta-

tion or variant to the clinical phenotypes in question. So far, most reports on digenic inheri-

tance in Mendelian disease have focused on known disease genes [1, 5, 6]. However, the

diagnosis is even more difficult when dealing with genes that have previously not been associ-

ated with any genetic diseases.

In this study, we identify three families with mutations in ADD3, encoding for adducin-γ,

with intellectual disability, microcephaly, cataracts and skeletal defects, further supporting that

ADD3 is a disease gene as previously reported for a single family [7]. We further use mutation

validation in Drosophila and mammalian cell culture to demonstrate that in one of the families

additional phenotypes in kidney and heart are associated with a homozygous missense variant

in the lysine acetyltransferase KAT2B.

Results

Clinical features of three families with intellectual disability and

microcephaly

Six individuals in three families (families A-C) with intellectual disability and varying degrees

of microcephaly (Table 1) were identified for this study. Individuals from family A and B also

shared bilateral cataracts, corpus callosum defects as well as specific skeletal defects such as

shortening of the third and fourth metatarsals (Fig 1A–1D and Table 1), while the affected boy

from family C suffered from epilepsy, severe speech delay and suspected cerebral palsy

(Table 1).

The affected sibs in the consanguineous family A additionally presented with steroid-resis-

tant nephrotic syndrome (SRNS), a progressive renal disease characterized by podocyte lesions

and massive proteinuria [8], and cardiomyopathy (Table 1). For individual II-1 and II-3, pro-

teinuria was first detected at 7 and 12 years of age, respectively, and end-stage renal disease

was diagnosed a decade later. Individual II-6 was diagnosed with SRNS and end-stage renal

disease at the age of 13 years. In kidney biopsies, individuals II-3 and II-6 (Fig 1E) both showed

focal segmental glomerulosclerosis (FSGS). In the biopsy of individual II-6, whose renal dis-

ease was at a more advanced stage, hypertrophic and vacuolated podocytes (Fig 1E) as well as

tubular atrophy, interstitial fibrosis and inflammatory cell infiltrates could also be found. In

addition, all affected individuals from family A developed dilated cardiomyopathy with pro-

gressive heart failure and arrhythmia (Table 1). Cardiac failure was the cause of death for both

individuals II-1 and II-3.

Whole-exome sequencing identifies missense mutations in ADD3 in all

families

For the affected individuals in family A and C, the presence of mitochondrial disease was

excluded by muscle biopsy. Moreover, high-resolution karyotypes were normal for all patients,

and CGH arrays (performed for family B and C) did not show significant abnormalities. Con-

sequently, whole exome sequencing (WES) was performed on two affected members of family

A as well as on the affected individuals and the parents of family B and C, after obtaining writ-

ten informed consent and study approval. WES led to the identification of recessive potentially

damaging mutations in ADD3, all segregating with the disease as confirmed by Sanger

sequencing (NM_016824.4: family A: homozygous c.1975G>C, p.E659Q; family B: compound

KAT2B is a susceptibility gene for SRNS and cardiomyopathy
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heterozygous c.86A>G, p.N29S; c.1588G>A, p.V530I (both on the same allele in the mother),

c.995A>G, p.N332S (heterozygous in the father); family C: homozygous c.995A>G, p.N332S)

(Fig 2A and 2B and Table 2). In 148,632 reference individuals from the gnomAD browser

Table 1. Clinical phenotype of affected individuals.

Family A Family B Family C Kruer et al (3)

II-1 II-3 II-6 II-3 II-4 II-1 4 affected sibs (II-1,

II-2, II-3, II-4)

Sex F F M NK F M II-1 and II-3: F II-2

and II-5: M

SRNS Yes Yes Yes NK No No No

Age of onset

of proteinuria

(yrs)

7 12 <13 NA No proteinuria No proteinuria NA

Renal

histology

FSGS FSGS FSGS NA NA NA NA

Age of ESRD

(yrs)

17 27 13 NA NA NA NA

Heart disease Dilated

cardiomyopathy (dx

16 yrs), supra-

ventricular

arrhythmia (frequent

auricular extra-

systoles), heart failure

Dilated

cardiomyopathy,

arrythmia

Dilated cardiomyopathy

(dx 8 yrs), arrhythmia

(ventricular

hyperexcitation), heart

failure

NK No No No

Neurological

features

Borderline
microcephaly.

Intellectual disability.

MRI–aspects of global

demyelination.

Axonal demyelinating
motor-sensory

neuropathy

CP: -1SD.

Intellectual

disability.

Borderline microcephaly
(CP: -2SD). Intellectual

disability. MRI–thin

corpus callosum.

Corpus

callosum

agenesis

Microcephaly (CP:

-3SD), Intellectual

disability–moderate.

MRI–partial agenesis

of corpus callosum.

Microcephaly

(CP: -2.4 SD),

Intellectual

disability.

Intractable

seizures. MRI–

possible cortical

dysplasia

Borderline

microcephaly (all

sibs). Intellectual

disability—mild to

severe (all sibs).

Spastic plegia (all

sibs). Thin corpus

callosum (II-2).

Supranuclear gaze

palsy (II-2). Epilepsy

(II-2). Convergence-

retraction nystagmus

and strabismus (II-

5). Strabismus (II-3)

Cataract Congenital bilateral

cataract

Congenital

bilateral cataract

Bilateral cataract (6 yrs) NK Bilateral cataract No NK.

Other features Mild facial

dysmorphy (wide

nasal bridge).

Arachnodactyly, lax

joints, cubitus valgus,

scoliosis. Short

stature.

Dysmorphic

features similar to

the two brothers

Facial dysmorphy (wide

nasal bridge, slight

proptosis).

Arachnodactyly, short

4th and 5th metatarsals,

conical phalanges. Lax

joints, cubitus valgus

scoliosis, spread iliac

wings, short femural

neck. Microcytic anemia

NK Mild facial

dysmorphy (wide

nasal bride, bulbous

nasal tip, narrow

palpebral fissures).

Fifth finger mid-

phalanx hypoplasia,

short 4th and 5th

metatarsals. Short

stature.

Facial dysmorphy.

Short stature

Age at last

examination

vs † age (yrs)

† 19 † 28 19. TOP 14 8 16 (II-1) 13 (II-2) 9

(II-3) 3(II-5)

Abbreviations are as follows: CP, cephalic perimeter; ESRD, end-stage renal disease; F, female; FSGS, focal segmental glomerulosclerosis; yrs, years; M, male; MRI,

magnetic resonance imaging NA, not applicable; NK, not known; SRNS, steroidresistant nephrotic syndrome; SD, standard deviation; TOP, termination of pregnancy;

yrs, years

†, deceased

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.t001
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(http://gnomad.broadinstitute.org/), the ADD3 mutations were present at low frequencies and

only in the heterozygous state (Table 2).

The identified ADD3 mutations result in the substitution of amino acids located in the head

and tail region of the protein product adducin-γ (Fig 2B). In humans, adducins form heterote-

tramers that are composed of either adducin-α and -γ (the most widely expressed) or adducin-

α and -β (restricted mainly to erythrocytes and specific brain regions) [9]. These heterotetra-

mers regulate the actin cytoskeleton by capping the barbed ends of F-actin and by promoting

the interaction between actin and spectrin [9, 10]. Recently, a homozygous mutation in ADD3
was shown to cause cerebral palsy, epilepsy, borderline microcephaly, thin corpus callosum

Fig 1. Clinical phenotypes of affected individuals. (A, B) Individuals II-6 (A; family A) and II-4 (B; family B) both show short 4th and 5th

metatarsals. (C) Individual II-6 (family A) shows thin corpus callosum in the brain MRI at 17 months as well as hand arachnodactyly in the

skeletal radiography. (D) Individual II-4 (family B) shows partial agenesis of the corpus callosum in the brain MRI at 14 years as well as mid

phalanx hypoplasia in digit V (arrow) in the skeletal radiography. (E) Kidney sections of affected individuals from family A. At 15 years old, 3

years after the proteinuria onset, individual II-3 showed mostly normal glomeruli but with hypertrophic podocytes (arrow) (left panel;

methenamine-silver stain; 40x), while few glomeruli (middle panel) had segmental sclerosis of the glomerular tuft (arrow; trichrome stain; 40x).

There were no major lesions of the tubular-interstitial compartment (left and middle). Individual II-6 (right panel) presented with end-stage

renal disease at 13 years old and showed severe glomerulosclerosis of almost all the glomeruli with retraction of the glomerular tuft and

hypertrophic podocytes (arrow) (methenamine-silver stain; 40x).

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g001
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and intellectual disability in one family [7]. As the phenotype of this family shows overlap with

all our families, particularly family C, our study supports the pathogenicity of the previously

identified ADD3 mutation.

A homozygous variant in KAT2B associates with the extended phenotypes

in family A

Family A, which was characterized by additional cardiomyopathy and SRNS, exhibited

another potentially damaging homozygous mutation in lysine acetyltransferase 2B (KAT2B).
No other pathogenic variant was identifying after applying a set of filters excluding common

variants in the general population (dbsnp>1%) or in our in-house database as well as variants

predicted not to be deleterious. The KAT2B variant (NM_003884.4: c.920T>C, p.F307S) segre-

gated with the disease and was not present in the reference individuals from the gnomAD

browser (Fig 2A and Table 2). KAT2B is known to acetylate a variety of substrates, including

histones (preferentially H3), and to function as a transcription coactivator together with CBP/

p300 [11–13]. The identified KAT2B missense variant affects a highly conserved amino acid

within the PCAF homology domain (Fig 2C), which is required for the interaction with CBP/

p300 [14].

By studying mRNA and protein expression in patient fibroblasts from affected members of

family A using qPCR, western blotting and immunostainings, we found no significant

decrease for adducin-γ at the mRNA or protein level (Fig 2D and S1A and S1C Fig). However,

KAT2B protein (but not mRNA) levels were significantly reduced (Fig 2 and S1B and S1D

Fig). Thus, we reasoned that the KAT2B variant could contribute to the extended phenotype

observed in family A. To test this hypothesis, we decided to perform functional validation of

both mutations in Drosophila melanogaster.

Fig 2. Identification of homozygous missense mutations in ADD3 and KAT2B and effect of ADD3 and KAT2B mutations on

protein levels in fibroblasts. (A) Pedigree and segregation status of mutations found in ADD3 and KAT2B. Discovery of ADD3
mutations in family B and C was facilitated by GeneMatcher [44]. Half red coloured circles or squares denote patients with

neurological defects and half blue coloured symbols denote patients with SRNS and cardiomyopathy. + symbols indicate non-mutated

alleles. Mutations and segregation were confirmed by Sanger sequencing. (B) Exon structure of human ADD3 cDNA (long isoform

NP_058432) and domains of adducin-γ protein. The relative position of ADD3 mutations to protein domains and exons are indicated

(arrows). All mutations also affect the short isoform of ADD3 (NP_001112). Below each mutation, the phylogenetic conservation of the

altered amino acid residues is shown. (C) Exon structure of human KAT2B cDNA and domains of KAT2B protein. PCAF-HD, p300/

CBP-associated factor homology domain; AT, acetyl transferase domain; B, Bromo domain. The relative position of KAT2B variation

to protein domains and exons is indicated (arrow). The phylogenetic conservation of the altered amino acid residue is shown. (D, E)

Adducin-γ (D) and KAT2B (E) protein levels in control and patient fibroblasts. Lysates of patient II-3 and II-6 (family A) fibroblasts

and age-matched control fibroblasts (Ctrl 1 and 2) were analyzed by western blotting. Results were normalized to the loading control

α-tubulin. Each quantification is shown in the lower panel (n = 3 independent experiments, student’s t-test).

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g002

Table 2. Pathogenic genetic variants identified in affected individuals with overlapping syndromes.

Family/ Individual Gene Nucleotide change Amino acid change Zygosity, Segregation MT SIFT PolyPhen-2 gnomAD allele frequencies

A/II-3, II-6 ADD3 c.1975G>C p.E659Q HOM DC 0.13 (T) 0.980 (PD) 4/246110 (no HOM)

KAT2B c.920T>C p.F307S HOM DC 0 (D) 0.990 (PD) Not reported

B/II-3, II-4 ADD3 c.86A>G p.N29S het m DC 0.25 (T) 0.653 (PoD) 17/276960 (no HOM)

c.995A>G p.N332S het p DC 0.03 (D) 0.995 (PD) 176/276966 (no HOM)

c.1588G>A p.V530I het m DC 0 (D) 1 (PD) 9/276822 (no HOM)

C/II-1 ADD3 c.995A>G p.N332S HOM DC 0 (D) 0.995 (PD) 176/276966 (no HOM)

Abbreviations are as follows: D, deleterious; DC, disease causing; het, heterozygous; HOM, homozygous; m, maternal; MT, mutationtaster; p, paternal; PD, probably

damaging; PoD, possibly damaging; T, tolerated

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.t002
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Adducin-γ E659Q is a hypomorphic mutation in Drosophila
Drosophila hu li tai shao (hts) corresponds to the sole homolog of all three adducin genes in

humans. As previously described [15], htsnull hemizygous animals died at the late larval stage,

with only a few escapers progressing into adult stage. The escapers showed rough eyes, uncoor-

dinated movements and inability to fly leading to death within 24h after eclosion (S2A Fig).

For mutation validation, we re-expressed in this htsnull background the human wild-type (WT)

and mutant constructs using the ubiquitous driver tubulin (tub)-GAL4 (see S1 Table for pre-

cise genotypes). As E659, the amino acid mutated in adducin-γ, is located in a very poorly con-

served region (Fig 2B), we performed rescue experiments with WT and mutated human

adducin-γ. While re-expressing each of the adducins alone failed to rescue the viability, the co-

expression of adducin-α and -γ (hereafter referred to as adducin-αγ WT) led to around sixty

percent of viable mutant adults (Fig 3A). Importantly, when co-expressing adducin-γ E659Q

together with adducin-α (adducin-αγ E659Q), we observed a significantly reduced partial res-

cue of fly viability (Fig 3A). The surviving animals did not present with any defects in eye and

wing morphology (S2A Fig) but showed climbing impairment in a geotaxis assay (Fig 3B) [7].

To express the transgenes with endogenous expression levels, we also used an available GAL4

insertion in the hts locus. This insertion leads to a partial lethality over htsnull, which could be

fully restored by adducin-αγ WT but not by E659Q (S3A Fig). Altogether, these results suggest

that adducin-γ E659Q is a hypomorphic mutation.

KAT2B F307S is a loss-of-function mutation in Drosophila
Drosophila Gcn5 is homologous with KAT2B and its paralog KAT2A. Gcn5E333st hemizygous

animals died at late larval stage/early pupal stage as previously reported for this null mutation

[16]. The expression of Drosophila Gcn5 (hereafter referred to as Gcn5 WT) with tub-GAL4 or

another ubiquitous driver (daughterless (da)-GAL4) led to a full rescue (S3B Fig and Fig 3C).

By contrast, the expression of human KAT2A and KAT2B, either alone or in combination, did

not restore the viability of the mutant (Fig 3C), suggesting that the human orthologs have

evolved in structure and function in comparison to Gcn5. As the mutated amino acid in

KAT2B, F307, is conserved in Drosophila Gcn5 (corresponding to Gcn5 F304), we re-

expressed Gcn5 F304S in the Gcn5E333st hemizygous background (Gcn5 F304S). As a negative

control, we re-expressed a predicted potentially damaging KAT2B variant (S502F correspond-

ing to Gcn5 S478F) found in a homozygous state in a healthy individual from our in-house

database. While Gcn5 S478F rescue animals were normal (Fig 3C and S3B Fig), Gcn5 F304S

had a dramatically decreased viability with death occurring either in pupal stages or a few days

after eclosion (Fig 3C). All adult escapers showed blistered wings, inability to fly and rough

eyes and around 40 percent of the animals had defects in leg morphology (Fig 3D and 3E).

Interestingly, this phenotype corresponds to what has previously been described for the dele-

tion of the entire PCAF homology domain, where the mutation is localized [16]. In agreement

with the proposed function of Gcn5 in histone acetylation [16], we further detected histone

(H3K9) acetylation defects for Gcn5 F304S but not for Gcn5 WT and control animals, as

assessed by immunoblotting of larval nuclear extracts (Fig 3F), suggesting that the mutation

impairs the enzymatic activity of Gcn5. Altogether, the results suggest that KAT2B F307S is a

loss-of-function mutation in Drosophila.

KAT2B F307S but not ADD3 E659Q causes cardiac defects in Drosophila
Since the presence of SRNS and heart defects in family A was the main phenotypic difference

from the other families, we looked more specifically into the cardiac and renal system of the

fly. The Drosophila heart is a tubular organ formed by contractile cardiomyocytes that pump
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the hemolymph (analogous to the blood in vertebrates) to the rest of the body. This organ sys-

tem has proven to be an important tool for studying the genetics and pathophysiology of car-

diac disease [17, 18]. Therefore, we studied heart function in adult adducin and Gcn5 rescue

flies. As illustrated in the M-mode traces obtained from high-speed movies, adducin-αγ
E659Q did not show any significant differences in heart period, cardiac output, fractional

shortening and arrhythmia index when compared to adducin-αγ WT (Fig 4). By contrast,

Gcn5 F304S flies showed prolonged heart period and reduced cardiac output compared to

Gcn5 WT and control flies (Fig 5A–5E). Both Gcn5 WT and F304S rescue flies showed a

reduction in the normal diastolic diameter compared to control flies (Fig 5F), but only for

Gcn5 F304S there was a reduction in contractility, measured as fractional shortening (Fig 4G).

Moreover, the Gcn5 F304S mutant showed a more irregular heartbeat compared to Gcn5 WT,

reflected by an increase in the arrhythmia index (Fig 5H). In further support of Gcn5’s require-

ment for normal heart function, the silencing of Gcn5 with a heart-specific driver (tin>GAL4)

led to a decreased cardiac output, an increased arrhythmia index and shortened diastolic diam-

eter (S4B–S4D Fig). Interestingly, while the knockdown of hts did not cause any significant

heart phenotypes (S4A–S4F Fig), the co-expression of htsRNAi and Gcn5RNAi significantly

aggravated the heart period length and the arrhythmia index observed upon single knockdown

of Gcn5 (S4A and S4C Fig). The silencing efficiency for both RNAi lines were confirmed by

qPCR and immunocytochemistry (S5A–S5D Fig). Altogether, the results suggest that Gcn5 is

important for heart function in Drosophila and that Hts deficiency can increase the phenotypic

consequences of Gcn5 knockdown.

KAT2B F307S but not adducin-γ E659Q causes renal defects in Drosophila
The fly kidney is composed of garland and pericardial nephrocytes (Fig 6A) that perform the

filtration of the hemolymph and Malpighian tubules that function as excretory tubes. The sur-

face of nephrocytes is decorated with actin-anchored slit diaphragms showing high molecular

similarity with those of mammalian podocytes [19–21]. Therefore, nephrocytes have success-

fully been used to functionally validate candidate genes for SRNS [22, 23].

By immunostaining, we observed that endogenous Hts localizes below the slit diaphragms

at the cell cortex of larval garland nephrocytes (Fig 6B). A similar localization pattern was

Fig 3. Effect of ADD3 and KAT2B mutations on viability and morphology in Drosophila. (A) Viability for htsnull hemizygous flies and

respective rescues with adducin (Add) construct(s) using tubulin-GAL4 (tub>). After 48h of egg laying on standard cornmeal/yeast food,

viability was calculated as the percentage of hatching adults of the indicated genotype and normalized to the control. The control

corresponds to the viable F1 trans-heterozygous flies obtained from the cross between Df(2R)BSC26 (harbouring the hts gene) and a non-

overlapping deficiency on the same chromosome (Df(2R)247). Quantification is for>100 F1 eclosing flies/genotype/experiment in 5

independent experiments. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with Bonferroni post-test. (B) Negative geotaxis assay

for one-day-old adult flies. Flies were transferred to a graduated tube, and after tapping, the length climbed in 8 sec was recorded [45].

Quantification was performed on 6 independent experiments with>38 flies/genotype using one-way ANOVA with Kruskal-Wallis post-

test. ns, non significant (see S1 Table for details on transgenic flies). For all panels: ns, non significant, �p<0.05 ��p<0.01, ���p<0.001 (see

S1 Table for details on transgenic flies). (C) Viability for Gcn5null hemizygous flies and respective rescues with Gcn5 and KAT2A/B

construct(s) using daughterless-GAL4 (da>). Viability was assessed as described in (A). Human KAT2B F307S and S502F mutations

correspond to Gcn5 F304S and S478F mutations, respectively. Gcn5 S502F variant predicted to be deleterious (PolyPhen-2 score of 0.98)

was found on a healthy individual at the homozygous state in our in-house exome database. The control corresponds to the viable F1 trans-

heterozygous flies obtained from the cross between Df(3L)sex204 (harbouring the Gcn5 gene) and a non-overlapping lethal mutant on the

same chromosome (CG31030MI0010). Quantification is for>100 F1 eclosing flies/genotype/experiment in 5 independent experiments.

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA with Bonferroni post-test. (D) Phenotype of Gcn5 WT, Gcn5 F304S and Gcn5

S478F rescue animals. Pictures correspond to adult flies one day post-eclosion and are representative of the defects found in wings

(separated wing blades), legs (femur kinking, arrow) and eye (small and mild rough eye). Scale bars: wings: 500μm, legs: 500 μm, eye:

200μm. (E) Quantification of the defects in wings, legs and eyes found in Gcn5 F304S rescue flies is for>100 F1 eclosing flies/genotype. (F)

H3K9 acetylation levels of Gcn5null and Gcn5 WT and F304S rescue animals. Extracted nuclear proteins from 3rd instar (= late) larvae were

analysed by western blotting normalized to non-acetylated Histone 3 (H3). Quantification is shown in the lower panel (n = 3 independent

experiments; one-way ANOVA with Bonferroni post-test). For all panels: ns, non significant, �p<0.05 ��p<0.01, ���p<0.001 (see S1 Table

for details on transgenic flies).

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g003

KAT2B is a susceptibility gene for SRNS and cardiomyopathy

PLOS Genetics | https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386 May 16, 2018 10 / 26

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g003
https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386


found when adducin-γ was overexpressed with its binding partner adducin-α. In this case,

adducin-γ protein levels were significantly increased compared to expressing adducin-γ alone,

suggesting that the stabilization by adducin-α is a prerequisite for proper function (S6 Fig).

For Gcn5, we found a prominent expression in nephrocyte and podocyte nuclei (Fig 6C). The

endogenous localization patterns were specific as they were lost upon hts and Gcn5 knock-

down, respectively (S5A and S5B Fig).

To study the requirements of Hts for the integrity of the slit diaphragm, we performed

immunostainings for Kirre, the ortholog of the mammalian slit diaphragm protein Neph1

[24]. In line with the proposed role for adducin-γ in cortical actin regulation [25], we found

that htsnull larval garland nephrocytes showed a decrease of Kirre between adjacent nephro-

cytes (Fig 7A and 7B). When rescued with adducin-αγ WT and E659Q transgenes, however,

no major differences with respect to Kirre localization were seen in larval garland nephrocytes

Fig 4. Effect of Gcn5 F304S mutation on Drosophila heart function. (A-C) M-mode kymographs of 1 day old beating hearts of control flies (yw/Df(3L); A) and

Gcn5null flies rescued with Gcn5 WT (B) or Gcn5 F304S (C). Scale bar: 1 second. (D-H) High-speed movies of beating hearts were analysed using semi-automated

Optical Heartbeat Analysis [46]. For quantification, 8–19 flies were analyzed. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA and Tukey’s multiple

comparison for all parameters except arrhythmia index (H), which was analysed using Mann-Whitney-Wilcoxon. For all panels: ns, non significant, �p<0.05 ��p<0.01,
���p<0.001, ����p<0.0001 (see S1 Table for details on transgenic flies).

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g004
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(Fig 7A and 7B). Similarly, the morphology and number of adult pericardial nephrocytes were

normal in both rescue animals compared to the control (Fig 7C and 7D).

Gcn5E333st hemizygous larvae presented with morphologically normal nephrocytes. Yet, we

did detect a decreased H3K9 acetylation at this stage in the nephrocyte nuclei of the mutant,

which could be rescued by Gcn5 WT but not by Gcn5 F304S (Fig 8A). Moreover, the majority

of adult Gcn5 F304S escapers showed mislocalized and/or abnormally shaped pericardial

nephrocytes in the adult stage that were often reduced in number (Fig 8B–8D), consistent with

previously reported characterizations of important podocyte genes [26–28].

Together, the results demonstrate that, while Hts is important for nephrocyte function, the

ADD3 missense mutation identified in family A is alone insufficient to cause a renal phenotype

in flies. By contrast, Gcn5 F304S seems to impair Gcn5 function in nephrocytes.

Synergistic effects of hts and Gcn5 in Drosophila nephrocytes

To address any functional synergism between Gcn5 and Hts in nephrocytes, we performed

nephrocyte-specific silencing of Gcn5 and hts alone or in combination. In larval nephrocytes,

Fig 5. Effect of adducin-αγ E559Q on Drosophila heart function. (A-C) M-mode of beating 2-week-old control (yw/Df(2R); A), adducin-αγWT (B) and adducin-αγ
E559Q (C) rescue hearts. Scale bar: 1 second. (D-H) High-speed movies of beating adducin-αγWT, adducin-αγ E559Q rescue and control hearts were analysed using

semi-automated Optical Heartbeat Analysis [46]. For quantification, 8–19 flies were analyzed. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA and Tukey’s

multiple comparison, except for Arrhythmia index (H; n = 8–19, Mann-Whitney-Wilcoxon). For all panels: ns, non significant, ���p<0.001 (See S1 Table for details on

transgenic flies).

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g005
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the double knockdown of Gcn5 and hts caused an increase in Kirre mislocalization, compared

to the single knockdowns (S7A and S7B Fig). Moreover, while in 3-day-old adults hts knock-

down did not affect pericardial nephrocyte number (Fig 9A–9C), a significant decline of

differentiated nephrocytes could be observed in 15-day-old adults (Fig 9D). Similarly, the

nephrocyte-specific expression of Gcn5RNAi caused a progressive decline of differentiated peri-

cardial nephrocytes at 15 days, but not at 3 days post eclosion (Fig 9A–9D). By contrast, the

double knockdown of Gcn5 and hts caused a significant loss of differentiated nephrocytes

already at 3 days post-eclosion (Fig 9A–9C).

Making use of the double knockdown phenotype, we also addressed the synergism between

ADD3 and KAT2B mutations from family A. Considering that the KAT2B variant corresponds to

an almost complete loss of function mutation, we performed a double knockdown of Gcn5 and

hts rescued only with the adducin-αγ transgenes, thereby avoiding the complexity of bringing all

the Gcn5 and hts alleles as well as the GAL4 driver and respective rescue constructs together in

one fly. In this setting, the adducin-αγWT combination partially rescued the loss of pericardial

nephrocytes in 3-day old adult flies (Fig 10A and 10B). By contrast the expression of the adducin-

αγ E659Q combination showed the same degree of nephrocyte loss as the double knockdown at

this stage. Together, these results suggest a functional interaction between KAT2B and ADD3
mutations in the nephrocyte, which may be of relevance for the renal phenotypes in family A.

Synergistic effects of adducin-γ and KAT2B in human podocytes

To validate our findings in human cells, we studied adducin-γ and KAT2B in cultured human

podocytes. While KAT2B was as expected found in nuclei of podocytes, adducin-γ localized to

Fig 6. Expression and localization of Hts and Gcn5 in garland nephrocytes. (A) Schematic drawing of the

localization of garland nephrocytes (GNs) and pericardial nephrocytes (PNs). The garland cells are attached to the

proventriculus (PV) whereas the pericardial nephrocytes are lining the heart tube (HT). (B, C) Dissected wild-type

(WT) garland nephrocytes were stained for Hts (B; green) and Gcn5 (C; green). At the time of dissection, larvae were

in the third instar stage (the same for all other garland nephrocyte stainings). Kirre is in red (B). Nuclei were stained

with Hoechst (B,C; blue). Scale bars: 10 μm.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g006
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Fig 7. Garland nephrocyte phenotype of htsnull and adducin-αγ rescue mutants. (A) Kirre and Pyd localization in htsnull and rescue mutant garland

nephrocytes. Dissected nephrocytes of the indicated genotypes were stained for Kirre (red) and Pyd, corresponding to Neph1 and ZO-1 in vertebrates,

(blue). Arrowheads show areas of cell fusion. Scale bar: 10μm. (B) Quantification of nephrocytes showing a continuous Kirre staining using>9 samples/

genotype from 3 independent experiments. Statistical analysis was performed with Kruskal-Wallis with Dunn’s post-test. ns, non significant, �p<0.05,
���p<0.001 (see S1 Table for details on transgenic flies). (C) Pericardial nephrocytes in adducin-αγWT and E559Q rescue and control adult flies at 15

days post-eclosion were stained for the differentiation markers Kirre (red) and Pyd (blue). Note that htsnull is lethal at this stage. Scale bar: 30μm. (D)

Quantification of the number of pericardial nephrocytes from n>8 samples/genotype in 3 independent experiments. Statistical analysis was performed

using one-way ANOVA with Bonferroni’s post-test. ns, non significant (See S1 Table for details on transgenic flies).

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g007
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Fig 8. Effect of Gcn5/KAT2B variant on histone acetylation and survival of Drosophila nephrocytes. (A) Acetylated H3K9 in larval

garland nephrocytes of Gcn5null and Gcn5 WT and mutant rescue animals. Dorothy (Dot)-GAL4 (a nephrocyte specific driver) is used in

combination with da-GAL4 as the latter shows only minor expression in nephrocytes. Garland nephrocytes of the indicated genotypes

were stained for acetylated H3K9 (red) and Hoechst (blue). Scale bar: 5 μm. (B) Pericardial nephrocytes in adult Gcn5 rescue mutant flies

(7–15 days after eclosion) that express transgenic GFP (green) driven under the Hand promoter (Hand-GFP), specific for nephrocytes and

cardiomyoblasts. Dissected pericardial nephrocytes were fixed with PFA and observed directly for GFP signal. Scale bar: 30 μm. (C)

Pericardial nephrocytes in adult Gcn5 rescue mutants (7–15 days after eclosion). Dissected pericardial nephrocytes of the indicated

genotypes were stained for the differentiation markers Kirre (red) and Pyd (blue). Scale bar: 30 μm. (D) Quantification of the pericardial

nephrocyte defects found in Gcn5null rescue mutants (n>13/genotype; 3 independent experiments; Chi-square test). Nephrocytes with

abnormal phenotypes included nephrocytes with abnormal distribution, abnormal shape, multinucleated or fragmented nuclei and

reduced number of nephrocytes (<20). Phenotype severity was scored as normal (0), medium (1), intermediate (2) and severe (>2). For

all panels: ns, non significant, ��p<0.01, ���p<0.001 (see S1 Table for details on transgenic flies).

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g008
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the cell periphery similar as in nephrocytes (S8A–S8D Fig). Both localization patterns were

specific, as they were reduced upon lentiviral transduction of respective shRNAs and could be

restored by re-expression of both wild-type and even mutant adducin-γ and KAT2B (S8A–

S8D Fig).

Fig 9. Number of pericardial nephrocytes in single and double knockdown of hts and Gcn5. (A-D) Dot-GAL4-

mediated knockdown of hts or/and Gcn5 in pericardial nephrocytes. Pericardial nephrocytes of adult flies with the

Hand-GFP background were observed directly for GFP signal after fixation (A). Immunostaining was performed for

the differentiation markers Kirre (red) and Pyd (blue; B). Images are representative of pericardial nephrocytes

dissected from adult flies at 3 days post-eclosion. Scale bars: 30μm. Graphs represent quantification of the number of

pericardial nephrocytes at 3 days (C) and 15 days post-eclosion (D) using>15 samples/genotype from 3 independent

experiments. Statistical analysis was performed with Kruskal Wallis with Dunn’s post-test. For all panels: ns, non

significant, ���p<0.001 (See S1 Table for details on transgenic flies).

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g009
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To address the phenotypic effects of the ADD3 and KAT2B knockdowns, we analyzed adhe-

sion and migration, which are processes typically affected in kidney diseases such as SRNS [29,

30]. While podocyte adhesion was reduced in the single ADD3 and KAT2B knockdowns, the

double knockdown showed additive effects (Fig 10C). With regard to migration, the single

Fig 10. Synergism between ADD3 E659Q and Gcn5 knockdown in nephrocytes and effect of the double knockdown of ADD3 and KAT2B in human cultured

podocytes. (A, B) WT or mutated adducin rescue constructs were expressed in hts and Gcn5 double knockdown pericardial nephrocytes to study the interaction

between E659Q mutation and gcn5 loss of function. (A) Immunostaining was performed for Kirre (red) and Pyd (blue). Images are representative of pericardial

nephrocytes dissected from adult flies at 3 days post-eclosion. Scale bar: 30μm. (B) Graphs represent quantification of the number of pericardial nephrocytes at the

same time point using>20 samples/genotype from 3 independent experiments. Statistical analysis was performed with One-way ANOVA with Dunnett’s post-test.

For all panels: ��p<0.01, ���p<0.001, ����p<0.0001 (See S1 Table for details on transgenic flies). (C) Adhesion was assessed using the xCELLigence system (ACEA

Biosciences). Cells were plated with complete medium in the E-plate 96. Data obtained were analyzed with the RTCA software. Results are presented as time vs. cell

index curve (n = 3 independent experiments; linear regression analysis). (D) Migration was assessed using the Incucyte Scratch wound cell migration assay (Essen

Bioscience). Cells were plated with complete medium 48 hours before scratch in ImageLock Plates-96 wells (Essen Bioscience) and images were recorded every 45

minutes after scratch until complete wound closure. Images were analyzed using the Incucyte Zoom software. Results are presented as percentage of wound cell

density over time (n = 3 independent experiments; linear regression analysis). For all panels: ��p<0.01, ���p<0.001, ����p<0.0001.

https://doi.org/10.1371/journal.pgen.1007386.g010
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knockdown showed a mildly increased migration. By contrast, the double knockdown led to a

strongly impaired migration (Fig 10D), providing further evidence for potential synergistic

effects of mutations in both genes in the kidney.

Discussion

Here, we identify ADD3 mutations in three different families with similar neurological, skeletal

and ophthalmological phenotypes, thereby consolidating and expanding the mutational and

phenotypic spectrum of ADD3 deficiency reported initially. Moreover, we use functional vali-

dation in Drosophila and human cells to characterize the contribution of an additional variant

in KAT2B to the extended phenotype featuring one of the ADD3 families. While such addi-

tional variants are commonly excluded from WES datasets without even performing func-

tional validation, particularly when the respective gene functions seem to be unrelated to the

disease(s) in question, our results demonstrate that both the ADD3 and the KAT2B mutation

could be pathogenic. Moreover, we show that ADD3-associated phenotypes can be unmasked

by additional Gcn5/KAT2B deficiency in nephrocytes and human podocytes. Our study thus

provides an example of a genetic disease where the tissue manifestation could be influenced by

a second homozygous mutation on another chromosome.

KAT2B has previously not been associated with any genetic disease. The severity of the

KAT2B variation in the fly model compared with the relatively late-onset cardiac and renal

defects in the patients indeed suggests a partial functional redundancy due to gene duplication

in vertebrates. Accordingly, it has been shown that in mouse development loss of KAT2B can

be compensated for by KAT2A [31]. Nevertheless, KAT2B is strongly expressed in mouse

heart and kidney, particularly podocytes [32, 33], while KAT2A has a more widespread expres-

sion pattern [14]. Moreover, mouse and zebrafish studies have shown that KAT2B can per-

form functions that are non-redundant with KAT2A, even in the heart [34–39], indicating

that KAT2B deficiency alone could be sufficient for any clinical manifestations. What remains

to be seen is whether the clinical impact of KAT2B deficiency needs to be uncovered by a sensi-

tized genetic background, such as the ADD3 mutation, or whether it is the other way around.

While our data do not exclude either possibility, it is interesting that rare but otherwise

uncharacterized variants of KAT2B have been found to be enriched in a patient cohort with

sporadic FSGS [32], suggesting that KAT2B could be a susceptibility factor for FSGS forms

with different primary causes.

At the level of protein function and disease mechanism, the precise mode of interaction

between adducin-γ and KAT2B is equally unclear. Apart from histones, KAT2B has recently

been shown to acetylate a variety of proteins [40]. Among them are also cytoskeletal regulators,

that when mutated cause FSGS or cardiomyopathy (e.g. actinin-4, TTC21B and myosin-7).

Thus, it is possible that adducin-γ could also be a target of KAT2B-dependent acetylation. Vice

versa, any influence of adducin-γ defciciency on the activity of KAT2B cannot be excluded.

Apart from more mechanistic functional studies, the identification of more patients with the

same or other variants in only ADD3 or KAT2B combined with careful characterization of

their phenotypes will be crucial to define the precise role of each gene and their potential func-

tional interaction in humans.

Materials and methods

Ethical statement

Following informed written consent, we obtained clinical data, blood samples and skin biop-

sies from the affected individuals. This study was conducted with the approval of the Comité
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de Protection des Personnes pour la Recherche Biomédicale Ile de France II. Approval was

obtained under the number DC 2014–2272

Whole exome sequencing

Whole-exome sequencing (WES) was performed for affected individuals II-3 and II-6 from

family A and for the two parents and the affected sib from family B and family C. Whole-

exome capture was performed with the Agilent SureSelect Human All Exon Kit, 51Mb, V4

(family A), the Roche MedExome kit (family B) or a proprietary system from GeneDx (family

C). The enriched library was then sequenced on either Life Technologies SOLID (paired end

with 75+35 base pair (bp) reads; family A) or Illumina systems (family B: 2x150 bp reads; fam-

ily C: 2x100bp read). Images were analyzed and the bases were determined according to Life-

scope or bcl2fastq Conversion Software v2.17. Variants were called as described [41].

Fly strains and generation of transgenic flies

Crosses were maintained on standard cornmeal-yeast food at 25˚C except for RNAi crosses

(29˚C). The fly stocks were used in this study can be found in S1 Table. For Htsnull rescue con-

structs we used an N-terminal V5 tagged human ADD3 (clone IMAGE: 6649991), WT or car-

rying the E659Q mutation, and the N-terminal HA tagged human ADD1 (gift from Vann

Bennett, Duke University). For Gcn5null rescue constructs we used the C-terminal HA tagged

human KAT2B (clone IMAGE: 30333414), the N-terminal Flag tagged human KAT2A (gift

from Laszlo Tora, Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Strasbourg)

and the C-terminal Flag tagged Drosophila Gcn5, WT (gift from Clement Carré, University

Pierre et Marie Curie) or carrying the mutations F304S or S478F (corresponding to human

mutation F307S and S502F). All mutations were inserted using the QuickChange site-directed

mutagenesis kit (Stratagene) according to the manufacturer’s protocol. Subsequently, the res-

cue constructs were subcloned into a pUASTattB vector (gift from Konrad Basler, University of

Zurich) and injected into flies at attP landing sites by Bestgene, USA.

Cell culture

A conditionally immortalized human podocyte cell line developed by transfection with the

temperature-sensitive mutant (tsA58) of the SV40-T-antigen-encoding gene, was kindly pro-

vided by Dr. Saleem (University of Bristol). In brief, the cells proliferated at the permissive

temperature of 33˚C, whereas growth arrest and differentiation were induced by incubation at

the nonpermissive temperature of 37˚C for 14 days. Cells were grown with 7% CO2 in RPMI

1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum, insulin-transferrin-selenium, gluta-

mine, penicillin and streptomycin (all from Life Technologies).

Primary skin fibroblasts were obtained from individual II-3 and II-6 from family A and two

different age matched controls. These cells were grown in OPTIMEM medium supplemented

with 20% fetal bovine serum, glutamine, penicillin and streptomycin (all from Life Technolo-

gies) at 37˚C with 7% CO2.

Establishment of lentiviral cell lines

Small hairpin RNAs (shRNAs) Scramble (Scb) or targeting the 3’UTR of human ADD3 and

KAT2B mRNA in the lentiviral vector pLKO.1 were purchased from Sigma (ADD3 clone:

NM_019903.3-2280s1c1 TRCN0000123024; KAT2B clone: NM_003884.4-3192s21c1,

TRCN0000364135). Lentiviral particles containing these constructs were produced in human

embryonic kidney 293T cells as previously described [42]. ShScb, ADD3 or KAT2B depleted
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podocytes were obtained by transduction with the respective shRNAs lentiviral particles and

subsequent puromycin selection.

Human ADD3 and KAT2B, were subcloned from human full-length cDNA (ADD3: clone

IMAGE: 6649991; KAT2B clone IMAGE: 30333414) into the expression vectors pLentiGIII

and PLEX-MCS, respectively. An HA tag was added in frame, before the stop codon, to the C

terminus of ADD3 and KAT2B. The ADD3 E659Q and KAT2B F307S mutations found in

affected individuals were introduced with the QuickChange site-directed mutagenesis kit

(Stratagene) according to the manufacturer’s protocol. All constructs were verified by sequenc-

ing. ADD3 or KAT2B depleted podocytes were transduced with WT or mutant ADD3 or

KAT2B lentiviral particles, respectively.

RNA extraction, RT-PCR and real time quantification

Total RNA was isolated using a Qiagen RNA extraction kit (Qiagen), following the manufacturer’s

instructions. cDNA was prepared using reverse transcriptase Superscript II (Invitrogen). PCR was

performed using ReadyMix Taq PCR (Sigma). After RNA extraction and cDNA preparation by

RT-PCR, relative expression levels of genes of interest were determined by real-time PCR using

the Absolute SYBR Green ROX Mix (ABgene) and specific primers as follows: ADD3 forward

5’-CTTGCTGGAATTGTTGTGGATAAG-3’ and reverse 5’-CTGGTGGGCCATGATCATC-3’;

KAT2B forward 5’-ATCACACGGCTCGTCTTTGAC-3’ and reverse 5’-CACCAATAACACGG

CCATCTT-3’; hts forward 5’-GCACTCCGGATCCCAAGAAG-3’ and reverse 5’-CAGGCACAA

ACTGGAGTGGA-3’, Gcn5 forward 5’-CGATCGTCCAAGCAGTGAG-3’ and reverse 5’-TCC

GCCTTGACGTTCTCATC-3’. Experiments were repeated at least three times and gene expres-

sion levels were normalized to human HPRT or Drosophila melanogaster actin.

Immunoblotting

Total cell or third instar larvae total protein extractions were performed and the resolved pro-

teins were probed using the primary antibodies: anti-PCAF rabbit monoclonal (3378, Cell Sig-

naling,1:1000), anti-adducin-γ mouse monoclonal (sc-74474, Santa Cruz, 1:1000) and anti-

αtubulin mouse monoclonal (T5168, Sigma Aldrich, 1:5000). For immunoblotting of nuclear

extracts [43], the primary antibodies anti-acH3K9 rabbit polyclonal (39918, Active motif,

1:1000) and anti-H3 mouse monoclonal (61475, Active motif, 1:1000) were used as well as the

corresponding HRP-conjugated secondary antibodies (Amersham ECL, GE healthcare and

Invitrogen). Bands were visualized using Amersham ECL Western Blotting Detection Reagent

(GE Healthcare) and quantified by densitometry using Image J software.

Immunofluorescence

Fibroblasts or podocytes were plated on noncoated coverslips or coverslips coated with rat-tail

collagen type I (Corning), respectively. After 48h of culture cells were fixed with 100% ice-cold

ethanol. Cells were incubated with a blocking solution (PBS, 1% BSA, and 0.1% tween 20) and

further permeabilized for ten minutes with PBS 0.1% Triton. Incubation with the following

primary antibodies was done ON at 4˚C: anti-PCAF mouse monoclonal (sc-13124, Santa

Cruz, 1:100), anti-adducinγ rabbit polyclonal (sc-25733, Santa Cruz, 1:100) and anti-HA (11

867 423 001, Roche, 1:200).

For immunofluorescence in Drosophila, garland and pericardial nephrocytes were dissected

from third instar larvae and adults, respectively, and fixed for 20 minutes in 4% paraformalde-

hyde at room temperature and stained according to standard procedures. For Kirre stainings

an alternative fixation method (“heat fixation”) was used: nephrocytes were heat-fixed for 5

seconds at 90˚C in 0.7% NaCl/0.05% TX-100 solution. The following primary antibodies were
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used: anti-Hts mouse monoclonal (#1B1 deposited to the Developmental Studies Hybridoma

Bank (DSHB) by Lipshitz, H.D.), anti-Gcn5 rabbit polyclonal (gift from Jerry Workman, Stow-

ers Institute for medical research, Kansas, 1:200) anti-Kirre rabbit polyclonal (gift from Karl

Fischbach, Institute for Biology, Freiburg, Germany, 1:200), anti-Pyd2 mouse monoclonal

(deposited to the DSHB by Fanning, A.S, 1:100), anti-acH3K9 rabbit polyclonal (#06-942,

Upstate, 1:100), AlexaFluor488-conjugated anti-horseradish peroxidase (Jackson Immunore-

search, 1:400), anti-HA (11 867 423 001, Roche, 1:200) and anti-V5 rabbit polyclonal (v8137

Sigma, 1:200). The corresponding anti-isotype AlexaFluor antibodies (ThermoFisher Scien-

tific, 1:200) were used at room temperature for 2 hours. Nuclei were stained with Hoechst.

Confocal images were obtained with a Leica TCS-SP8 confocal microscope, and post-treat-

ment analysis was performed with Image J software.

Statistical analyses

Results are presented as means ± standard error or standard deviation for the indicated num-

ber of experiments. Statistical analysis of continuous data was performed with two-tailed Stu-

dent t test for pairwise comparisons or one-way analysis of variance for comparisons involving

three or more groups, with Dunnet’s, Bonferroni or Dunn post hoc test, as appropriate. Pear-

son’s chi-squared test was used for analysis of categorical data. Linear relations between vari-

ables were analysed using linear regression analysis. P<0.05 was considered statistically

significant. Analysis was carried out with GraphPad Prism software. (�p<0.05; ��p<0.01,
���p<0.001, ����p<0.0001). All experiments were performed at least three times.

Supporting information

S1 Fig. mRNA levels and subcellular localization of ADD3 and KAT2B in control and

patient fibroblasts. (A, B) ADD3 (A) and KAT2B (B) mRNA levels in patient fibroblasts were

assessed by quantitative PCR. Experiments were repeated at least three times and gene expres-

sion levels were normalized to the house keeping gene HPRT. Statistical analysis was per-

formed using student’s t-test; ns, non-significant. (C, D) Immunostaining was performed for

adducin-γ (green; C) and KAT2B (green; D) in control and patient fibroblasts. Nuclei were

stained with Hoechst (blue). Note the loss of nuclear staining for KAT2B in patient fibroblasts.

Scale bars: 10 μm.

(TIF)

S2 Fig. Morphology of htsnull flies and adducin-αγ WT or E659Q rescue mutants. Represen-

tative pictures of htsnull and respective adducin-αγ WT and E659Q rescue mutants one day

post-eclosion. htsnull flies have rough eye and motor coordination defects and are unable to fly.

The ubiquitous co-expression of adducin-α and -γ using tub-GAL4 rescues these defects

regardless of the presence of the E659Q mutation. Scale bars: upper panel: 1mm, wings:

500μm, eye: 200μm.

(TIF)

S3 Fig. Rescue experiments with alternative drivers. (A) Rescue of hts mutant viability

defects with adducin-αγ transgenes driven by a GAL4 insertion in the endogenous hts locus.

After 48h of egg laying on standard cornmeal/yeast food, viability was calculated as the per-

centage of eclosing adults of the indicated genotype and normalized to the control. The control

corresponds to the viable F1 trans-heterozygous flies obtained from the cross between Df(2R)
BSC26 (harbouring the hts gene) and a non-overlapping deficiency on the same chromosome

(Df(2R)247). The insertion of GAL4 in hts locus leads to partial lethality which is completely

rescued by adducin-αγ WT but not by E659Q. Quantification is for>100 F1 eclosing flies/
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genotype/experiment in >5 independent experiments. Statistical analysis was performed using

one-way ANOVA with Dunnett’s post-test. (B) Viability for Gcn5null hemizygous flies and

respective rescues using tubulin-GAL4 (tub>). Viability was assessed as described in (A). The

control corresponds to the viable F1 trans-heterozygous flies obtained from the cross between

Df(3L)sex204 (harbouring the Gcn5 gene) and a non-overlapping lethal mutant on the same

chromosome (CG31030MI0010). Quantification is for>100 F1 eclosing flies/genotype/experi-

ment in >5 independent experiments. Statistical analysis was performed using one-way

ANOVA with Bonferroni post-test. For all panels:ns, non significant, �p<0.05, ��p<0.01,
���p<0.001, ����p<0.0001.

(TIF)

S4 Fig. Effect of cardiac-specific depletion of hts and Gcn5 on Drosophila heart function.

(A-F) Tin-GAL4 driver was used to knockdown hts or/and Gcn5 in cardiomyocytes, and dif-

ferent heart parameters were analyzed in 3 week-old adult flies. Two separate control RNAi

lines (TRIP and KK) were used to match Gcn5RNAi (TRIP) and htsRNAi (KK), respectively. For

quantification, 19–30 flies were analyzed. Statistical analysis was performed using one-way

ANOVA and Tukey’s multiple comparison for all parameters except arrhythmia index, which

was analysed using Mann-Whitney-Wilcoxon. For all panels: ns, non significant, �p<0.05,
��p<0.01, ���p<0.001, ����p<0.0001.

(TIF)

S5 Fig. Hts and Gcn5 RNAi validation in Drosophila. (A, B) Nephrocyte-specific knockdown

of hts (A) and Gcn5 (C) in nephrocytes was performed using using pros-GAL4. Dissected gar-

land nephrocytes of the indicated genotypes (see also S1 Table) were stained for Hts (green; A)

and Gcn5 (green; C). Nuclei were stained with Hoechst (blue). Scale bars: 10 μm. (B, D) Hts
(B) and Gcn5 (D) RNAi knockdown validation was performed with tub-GAL4 and the fat

body-specific lpp-GAL4, respectively. Note that the knockdown of Gcn5 with tub-GAL4 and

da-GAL4 was lethal in the embryonic stage and thus could not be used for knockdown valida-

tion.

(TIF)

S6 Fig. Adducin-α and -γ co-expression in garland nephrocytes. The knockdown of hts and

simultaneous re-expression of human HA-tagged adducin-α and V5-tagged adducin- γ was

performed in garland nephrocytes with prospero (pros)-GAL4 (see S1 Table for details on trans-

genic flies). Dissected garland nephrocytes of the indicated genotypes were stained for HA

(green) and V5 (red). Nuclei were stained with Hoechst (blue). Scale bar: 10 μm.

(TIF)

S7 Fig. Kirre localization in nephrocytes in single and double knockdown of hts and Gcn5.

(A) Pros-GAL4-mediated knockdown of hts and/or Gcn5 in garland nephrocytes. Dissected

garland nephrocytes of the indicated genotypes were stained for Kirre (red) and Pyd (blue).

Scale bar: 10μm. (B) Quantification of nephrocytes showing a continuous Kirre staining using

>12 samples/genotype in 3 independent experiments. Statistical analysis was performed with

Kruskal Wallis with Dunn’s post-test.

(TIF)

S8 Fig. Expression and subcellular localization of adducin- γ and KAT2B in podocytes. (A)

Cell lysates from undifferentiated podocytes were analysed by western blotting using anti-

adducin-γ. Anti-α-tubulin was used as a loading control. (B) Differentiated podocytes were

stained for adducin-γ (green), HA (magenta) and DNA (blue). (C) Undifferentiated podocyte

cell lysates were analysed by western blotting using the anti-KAT2B. Anti-α-tubulin was used
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as a loading control. (D) Differentiated podocytes were stained for KAT2B (green) and HA

(red). Scale bars: 20 μm.

(TIF)

S1 Table. Fly strains used in this study.
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ARTICLE

Defects in t6A tRNA modification due to GON7 and
YRDC mutations lead to Galloway-Mowat
syndrome
Christelle Arrondel et al.#

N6-threonyl-carbamoylation of adenosine 37 of ANN-type tRNAs (t6A) is a universal mod-

ification essential for translational accuracy and efficiency. The t6A pathway uses two

sequentially acting enzymes, YRDC and OSGEP, the latter being a subunit of the multiprotein

KEOPS complex. We recently identified mutations in genes encoding four out of the five

KEOPS subunits in children with Galloway-Mowat syndrome (GAMOS), a clinically hetero-

geneous autosomal recessive disease characterized by early-onset steroid-resistant

nephrotic syndrome and microcephaly. Here we show that mutations in YRDC cause an

extremely severe form of GAMOS whereas mutations in GON7, encoding the fifth KEOPS

subunit, lead to a milder form of the disease. The crystal structure of the GON7/LAGE3/

OSGEP subcomplex shows that the intrinsically disordered GON7 protein becomes partially

structured upon binding to LAGE3. The structure and cellular characterization of

GON7 suggest its involvement in the cellular stability and quaternary arrangement of the

KEOPS complex.
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Transfer RNAs (tRNA) are subject to multiple post-
transcriptional modifications that are important for the
stabilization of their ternary structure and the precision of

the decoding process1. The majority of the complex modifications
are concentrated in the anticodon region of the tRNAs and are
crucial for accuracy of protein synthesis. The threonylcarba-
moylation of the N6 nitrogen of the adenosine at position 37
(t6A) of most ANN-accepting tRNAs represents one of the very
few nucleotide modifications that exists in every domain of life2,3.
The t6A biosynthesis pathway consists of two steps: firstly, the
YRDC enzyme (Sua5 in yeast) synthesizes an unstable
threonylcarbamoyl-AMP intermediate (TC-AMP) and in a sec-
ond step, the KEOPS protein complex transfers the TC-moiety
from TC-AMP onto the tRNA substrate4. Enzymes that synthe-
size TC-AMP exist in two versions depending on the organism: a
short form which only has the YrdC domain (such as human
YRDC) and a long form which has an extra Sua5 domain (yeast
SUA5 for instance). The eukaryotic KEOPS complex contains five
subunits GON7/LAGE3/OSGEP/TP53RK/TPRKB that are
arranged linearly in that order5–8. OSGEP is the catalytic subunit
that carries out the TC-transfer reaction and its orthologs are
present in virtually all sequenced genomes9. The other subunits
are essential for the t6A modification of tRNA, but their precise
roles are as yet unknown, especially that of GON7, an intrinsically
disordered protein (IDP), which was only recently identified in
humans5,7. Fungal Gon7 was shown to be an IDP that adopts a
well-defined structure covering 50% of its sequence upon com-
plex formation with Pcc1 (LAGE3 homolog)8. In humans, GON7
was recently shown to be also structurally disordered in absence
of the other KEOPS complex subunits. GON7 was proposed to be
a very remote homolog of the yeast Gon7 protein although its
structure upon complex formation remains unknown5,7.

tRNA modifications have been demonstrated to play a role in
the development of the brain and nervous system, and an
increasing number of defects in these modifications are now being
linked to various human neurodevelopmental disorders10. We
recently identified autosomal recessive mutations in genes
encoding four of the five subunits of human KEOPS complex,
namely LAGE3, OSGEP, TP53RK, and TPRKB in patients with
Galloway-Mowat syndrome (GAMOS, OMIM#251300). GAMOS
is a rare neuro-renal disorder characterized by the co-occurrence
of steroid-resistant nephrotic syndrome (SRNS) with micro-
cephaly and neurological impairment11. GAMOS is clinically
heterogeneous, reflecting a genetic heterogeneity. Indeed, disease-
causing mutations have been identified in eight genes to date: four
in KEOPS genes and four in other unrelated genes, WDR73,
WDR4, NUP133, and NUP107 (refs. 12–17). SRNS is typically
detected in the first months of life and most often rapidly pro-
gresses to end-stage renal disease (ESRD) within a few months;
however, there are rarer cases with preserved renal function in
adulthood18. Kidney lesions range from minimal change disease,
to focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) that might be of the
collapsing type, or diffuse mesangial sclerosis (DMS). Cerebral
imaging findings include cerebral and cerebellar atrophy, and
gyration and/or myelination defects. These anomalies are asso-
ciated with neurological deficits such as psychomotor impairment,
hypotonia, seizures, and more rarely sensorineural blindness and
deafness. Affected children may also present with facial and/or
skeletal dysmorphic features. The prognosis of GAMOS is poor,
and most affected children die before 6 years of age.

Here we present 14 GAMOS-affected individuals from seven
families, with mutations in GON7 (alias C14orf142) and YRDC,
both genes encoding proteins involved in the biosynthesis of the
t6A modification. These data, together with our previous work,
show that mutations in genes encoding all the proteins involved
in the two chemical steps of t6A lead to GAMOS. Furthermore,

we determine the crystal structure of the GON7/LAGE3/OSGEP
KEOPS subcomplex showing that GON7 becomes structured
upon binding to LAGE3. The structure also explains our obser-
vations that GON7 stabilizes the remainder of the KEOPS com-
plex and directs its quaternary organization.

Results
Identification of GON7 and YRDC mutations in GAMOS
patients. Through whole-exome sequencing in individuals with
GAMOS, we identified mutations in the GON7 gene in 11
affected individuals from 5 unrelated families and in the YRDC
gene in 3 affected individuals from 2 unrelated families (Fig. 1a–d
and Supplementary Table 1). Four of the families with GON7
mutations (Families A to D) carried the same homozygous
nonsense mutation (c.21 C>A, p.Tyr7*) which causes a stop
codon at position 7 of the protein. These families, all originating
from the same region of Algeria, shared a common haplotype at
the GON7 locus indicating a founder effect (Supplementary Table
2). The affected individual of the fifth family (Family E) carried a
different mutation involving the same residue at position 7 and
leading to a frameshift (c.19dup, p.Tyr7Leufs*16). Both GON7
mutations are predicted to lead to the absence of protein
expression and, as expected, no protein was detected in cells
available from the affected individuals from family A, B, and C
(Supplementary Fig. 1a, c). Two compound heterozygous YRDC
mutations were identified in Family F: a missense mutation (c.251
C>T, p.Ala84Val) and a 4-base pair deletion leading to a fra-
meshift (c.721_724del, p.Val241Ilefs*72). In Family G, we iden-
tified a homozygous in-frame deletion of Leucine 265 (c.794_796
del, p.Leu265del). For both families, western blot and qPCR
analysis on cell extracts from affected children showed the pre-
sence of YRDC transcripts and proteins (Supplementary Fig. 1b,
d). To make a prediction of the effect of the YRDC mutations on
the protein, we created a three-dimensional (3D) structural model
of human YRDC using the structure of the YRDC domain of the
archaeal Sua5 (PDB 4E1B, 20% sequence identity19) and mapped
these mutations onto this in silico model (Fig. 1e). Structures of
YRDC domains are very well conserved and sequence alignment
shows that the human YRDC only has minor insertions/deletions
compared to Sua5 (Supplementary Fig. 2). The replacement of
Ala84, located in a hydrophobic region between a β-sheet and a
connecting α-helix, by the larger amino acid valine might perturb
optimal packing and destabilize the structure of the protein. The
YRDC Leu265del mutation affects a highly conserved amino acid
and creates a deletion in a C-terminal peptide that hangs over the
active site and could have a role in enzyme activity.

Early-onset proteinuria was observed in all affected children,
with first detection ranging from between birth and 5 years. All
but three children reached ESRD between 1.5 months and 6 years
of age. All individuals carrying YRDC mutations presented with
congenital or infantile SRNS detected from between birth and
4 months of age and died early, whereas most of the individuals
carrying GON7 mutations were alive at last follow-up, with either
a functioning graft or with normal renal function despite a mild
to heavy proteinuria (Supplementary Table 1). Kidney biopsies,
when available, typically displayed FSGS (Families A, C, and E) or
DMS (Families B, F, and G) (Fig. 2a–d). In addition to
developmental delay, primary microcephaly was present in the
two affected children of one family with YRDC mutations,
whereas the affected child in the second YRDC family and all
GON7-mutated individuals presented with post-natal microce-
phaly. Brain magnetic resonance imaging revealed a spectrum of
cerebellar and cortical hypoplasia or atrophy with thin corpus
callosum and ventricular dilation, myelination delay, and in one
case a simplified gyral pattern (Individual G.II-2) (Fig. 2e–n,
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Supplementary Fig. 3). Extra-renal features included facial
dysmorphy, arachnodactyly, hiatal hernia with gastro-
esophageal reflux, congenital hypothyroidism (solely in the
YRDC cases), and myoclonia. This clinical picture is highly
reminiscent of that observed in GAMOS-affected individuals with

mutations in LAGE3, OSGEP, TP53RK, and TPRKB13. However,
individuals with GON7 mutations presented with milder
neurological and renal manifestations, always with post-natal
microcephaly and no gyration defects, later onset of proteinuria
(median age 18 months vs. 1) and slower progression to ESRD
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Fig. 1 Identification of mutations in GON7 and YRDC in patients with Galloway-Mowat syndrome. a, c Pedigrees of families with mutations in GON7 (a) and
in YRDC (c). Affected individuals are in black. b, d Organization of exons of human GON7 and YRDC cDNAs. Positions of start and stop codons are
indicated. Arrows indicate positions of the identified mutations. Lower panels show the sequencing traces for affected individuals with identified mutated
nucleotide indicated with a red square (Hom: homozygous; het, heterozygous). e Representation of a 3D model of human YRDC, bound to the reaction
product threonylcarbamoyl-adenylate, in sticks. The model was constructed using the crystal structure of Sulfolobus tokodaii Sua5 (PDB code 4E1B). The
side chains of the three mutated residues are in black sticks. The green sphere represents an Mg2+ ion
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(median age 49 months in 8/11 children vs. 5 months in 3/3
children), and a longer survival compared to the YRDC cases.

Impact of YRDC and GON7 mutations on t6A biosynthesis. To
assess the pathogenicity of YRDC mutations, we first used a yeast
heterologous expression and complementation assay as pre-
viously performed for OSGEP mutations identified in GAMOS
individuals13. Indeed, the deletion of SUA5, the YRDC ortholog in
S. cerevisiae leads to a very severe growth defect, similarly to the
deletion of each of the genes encoding the five KEOPS sub-
units3,6,20,21. We therefore heterologously expressed the human
YRDC cDNAs encoding wild-type (WT) and mutant proteins
in the Δsua5 strain to evaluate their ability to rescue the slow
growth phenotype. Since the catalytic activity of YRDC does not
require protein partners, the WT YRDC protein efficiently
complemented the Δsua5 growth defect (Fig. 3a). Although a

somewhat similar complementation was observed for the p.
Ala84Val and p.Leu265del mutants, the p.Val241Ilefs*72 mutant
was notably unable to improve the poor growth of the Δsua5
strain (Fig. 3a). All YRDC proteins were efficiently expressed in
Δsua5 strain, except the p.Val241Ilefs*72 mutant that was barely
detectable by western blot, suggesting that it is likely being
degraded by an intracellular proteolytic machinery (Fig. 3b).
Using mass spectrometry, we then analyzed the t6A content of
these transformed Δsua5 yeast strains. As expected, since Sua5 is
the only enzyme in yeast that generates TC-AMP, the Δsua5
mutant was unable to synthetize t6A, whereas the WT YRDC
expressing strain exhibited t6A levels comparable with those
measured for WT Sua5 (Fig. 3c). The p.Ala84Val and p.Leu265del
mutants showed a slight, but significant decrease in t6A levels. In
contrast, like in the Δsua5 strain, no trace of t6A modification
could be detected in the p.Val241Ilefs*72 mutant (Fig. 3c). In line
with the results of the growth complementation assay, there was a
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Fig. 2 Kidney pathology analysis and neuroimaging. Light and transmission electron microscopy (TEM) of kidney sections of patients with GON7 (a, b) or
YRDC mutations (c, d). a Individual A.II-3 displays a retracted glomerulus with a focal segmental glomerulosclerosis lesion at the vascular pole (black
arrow) and tubular dilations (black star) (PAS; ×200 magnification). b Individual B.II-4 displays diffuse mesangial sclerosis with tiny, retracted and
sclerosed glomeruli (black arrow) with dilated tubes surrounded by flat epithelial cells (black star) and interstitial fibrosis (H&E; ×400 magnification).
c Individual F.II-1 displays a marked glomerular tuft collapsing (arrowhead) surrounded by a layer of enlarged and vacuolized podocytes (black arrows)
(PAS stain; ×400 magnification, scale bar, 10 µm). d TEM of individual G.II-1 shows diffuse foot process effacement (FPE; black arrow), a classical hallmark
of nephrotic syndrome, along a glomerular basement membrane (GBM) with abnormal folded and laminated segments (yellow stars), alternating with
others with normal appearance. P podocyte, RBC red blood cell. Scale bar, 2 µm. Brain MRI of patients with GON7 (e, f) and YRDCmutations (i–n). e, f Brain
MRI abnormalities in individual B.II-4 at 5 years. Sagittal T1-weighted image (e) shows important cortical subtentorial atrophy as well as corpus callosal
(arrow) and cerebellar atrophy (arrowhead). The axial T2-weighted image (f) shows abnormal myelination and ventricular dilatation (red arrow). g, h Brain
MRI of a 5-year old control showing sagittal T1 (g) and axial T2 (h) weighted images. i–l Brain MRI abnormalities in individual F.II-1 at 5 months (i, j) and
11 months (k, l). Sagittal T2-weighted image shows normal pattern at 5 months (i) evolving to a progressive major cerebellar (arrowhead) and cortical
atrophy with a very thin corpus callosum (arrow) at 11 months (k). The axial T2-weighted image is normal at 5 months (j) but shows a very marked
abnormality of myelination and cortical atrophy (red arrow) at 11 months (l). m, n Brain MRI abnormalities in individual G.II-2 at 1 month. Sagittal T2
(m) and axial T2 (n) weighted images show gyral anomalies with marked frontal gyral simplification (red arrow) and myelination delay

ARTICLE NATURE COMMUNICATIONS | https://doi.org/10.1038/s41467-019-11951-x

4 NATURE COMMUNICATIONS |         (2019) 10:3967 | https://doi.org/10.1038/s41467-019-11951-x | www.nature.com/naturecommunications

www.nature.com/naturecommunications


direct correlation between cell fitness and t6A content. This
allowed us to classify YRDC mutations into hypomorphic
(encoding p.Ala84Val and p.Leu265del) and amorphic (encoding
p.Val241Ilefs*72) alleles, as has been previously shown for OSGEP
mutations13. A similar approach could not be applied for GON7
mutations since GON7 failed to complement the growth defect of
the Δgon7 yeast strain (see ref. 7 and our data). We therefore
measured the t6A content in fibroblasts from two individuals with
the p.Tyr7* GON7 mutation, three individuals with YRDC
mutations and one individual with the p.Arg325Gln OSGEP
mutation. The t6A levels were significantly decreased in both
YRDC- and OSGEP-mutated fibroblasts, and to a lesser extent in
GON7-mutated fibroblasts (Fig. 3d) confirming the impact of
these mutations on t6A biosynthesis in affected individuals. In
addition, we demonstrated that, similarly to individuals with
OSGEP or TP53RK mutations13, telomere length was not affected
in individuals with YRDC and GON7 mutations (Supplementary
Fig. 4). This confirms that contrary to what has been demon-
strated in yeast, human YRDC, and KEOPS complex are not
involved in telomere maintenance in human cells22–24.

In vitro characterization of WT and mutants YRDC. To
compare the stability and structure of the WT YRDC with those
of the p.Ala84Val and p.Leu265del mutants, we expressed and

purified these proteins in an E. coli expression system (Supple-
mentary Table 3). The three proteins could be purified but
we noticed that both mutants were less stable and less soluble
compared to the WT (Supplementary Methods). To probe the
proper folding of the YRDC WT and mutants, we collect 1D 1H-
NMR spectra (Supplementary Fig. 5a). All the spectra displayed
well-dispersed signals for amide protons as well as several signals
at chemical shifts lower than 0.8 ppm that are typical of methyl
groups in the hydrophobic core of proteins, suggesting the WT
and mutants were well folded. To compare their enzymatic
properties, we measured their TC-AMP synthesizing activities
in vitro by quantifying the pyrophosphate reaction product. The
p.Ala84Val and p.Leu265del mutants have lost about 75% and
30% of their activities respectively compared to WT (Supple-
mentary Fig. 5b). The activities of these mutants are compatible
with their hypomorphic nature, as suggested by the results of the
yeast Δsua5 complementation experiments (Fig. 3a).

Proliferation, apoptosis, and protein synthesis defects. We have
previously shown that transient gene expression knockdown (KD)
of human KEOPS components OSGEP, TP53RK, and TPRKB leads
to perturbations of various cellular processes including prolifera-
tion and apoptosis13. Similarly here, we transiently depleted the
expression of GON7 and YRDC, as well as LAGE3 and OSGEP as
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Fig. 3 Effects of YRDC and GON7 mutations on t6A biosynthesis. a Evaluation of fitness of Δsua5 yeast strains expressing human YRDC variants (spots are
from 10-fold serial dilutions of cell suspensions at OD600nm= 0.5, and three independent clones were evaluated) and b western blot analysis on total
protein extracts from Δsua5 yeast cells expressing human YRDC variants using anti-hYRDC antibody. c, d Mass spectrometry (LC-MS/MS) quantification
of t6A modification in total tRNAs extracted from Δsua5 yeast cells expressing human YRDC variants (c) (mean ± s.e.m. of two independent LC-MS/MS
experiments (technical replicates), each measuring samples from three independent yeast transformants; one-way ANOVA (F (5,28)= 269.4, p <
0.0001), Dunnett’s multiple comparisons test, ***p= 0.0008, ****p < 0.0001) and from cultured primary skin fibroblasts from controls (two unaffected
individuals) and affected individuals with either the p.Tyr7* GON7 mutation (two individuals), or the YRDC mutations (three individuals) or with the p.
Arg352Gln OSGEP mutation in the homozygous state (individual «CP» described in Braun et al.13) (d) (mean ± s.e.m. of two independent LC-MS/MS
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0.001), Dunnett’s multiple comparisons test, n.s.= 0.4894, *p= 0.0169, ***p= 0.008). Source data are provided as a Source Data file
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positive controls, in an immortalized human podocyte cell line25.
We then demonstrated using a colorimetric cell proliferation assay
that diminished expression of all four of these genes decreased cell
proliferation, with the strongest decrease being observed in LAGE3
KD podocytes (Fig. 4a). Despite efficient GON7 KD, cells exhibited
only a slight decrease in cell proliferation compared to cells treated
with the control scrambled shRNA (Fig. 4a, d). The impairment of
cell proliferation in YRDC and OSGEP KD cells was less marked
than in LAGE3 KD cells, which could be explained by a less effi-
cient gene silencing (Fig. 4d). By measuring Caspase-3/7 activity,
we next demonstrated that apoptosis was inversely related to
proliferation with LAGE3 KD podocytes displaying the highest rate
of apoptosis (Fig. 4b). Since loss of t6A modification impacts global
translation in yeast26, we also quantified the newly synthetized
protein levels, which were decreased in all KD cells (Fig. 4c), even
in GON7 KD podocytes where proliferation and apoptosis rates
were not drastically affected (Fig. 4a, b). Altogether, these results
reinforce our previous findings for the other KEOPS subunits,
OSGEP, TP53RK, and TPRBK, and confirm that mutations which
alter t6A biosynthesis in human cells have an impact on cell sur-
vival through decreased proliferation and protein synthesis, ulti-
mately leading to apoptosis.

Structure of the human GON7/LAGE3/OSGEP subcomplex. To
better understand the role of human GON7 and how its loss of

function could be connected with GAMOS, we set out to deter-
mine its structure and to establish how it interacts with the other
KEOPS subunits. We had either crystal structures (TPRKB) or
good quality 3D models (LAGE3, OSGEP, TP53RK) for all of the
KEOPS subunits at our disposal, except for GON7 (ref. 6). Based
on very weak sequence similarity, it was proposed, that GON7 is a
remote homolog of yeast Gon7 (ref. 7). We first investigated the
structure of GON7 in solution by collecting a 2D 1H-15N Band-
Selective Optimized Flip Angle Short Transient Heteronuclear
Multiple-Quantum Correlation (SOFAST-HMQC) NMR spec-
trum of a 15N-labeled GON7 sample. The poor spectral disper-
sion in the 1H dimension of the 2D correlation spectrum showed
that GON7 lacks well-defined structure, confirming the conclu-
sions of Wan et al.7. Adding non-labeled LAGE3 to the sample,
caused the shift and/or disappearance for many crosspeaks,
suggesting GON7 interacts with LAGE3 (Supplementary Fig. 6a).
We further characterized the conformation of GON7 in solution
by small-angle X-ray scattering (SAXS) measurements. By
representing the scattering data as a dimensionless Kratky plot
(qRg2 × Iq/I0 versus qRg), one can assess qualitative information
on the degree of compactness of the scattering object27. The
plateau observed for GON7 is characteristic of a fully disordered
protein, possibly with very short elements of secondary structure
(Fig. 5a), confirming our NMR data (Supplementary Fig. 6a). We
then purified the recombinant GON7/LAGE3/OSGEP complex
and analyzed its behavior in solution by SAXS. Our SAXS data
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Fig. 4 Proliferation, apoptosis, and protein synthesis defects upon GON7 and YRDC knockdown. Transient knockdown (KD) of GON7, LAGE3, YRDC, and
OSGEP was performed by lentiviral transduction of shRNA in immortalized human podocyte cell lines with a scrambled (non-targeting) shRNA as control. a
Cell proliferation was assessed using a colorimetric MTT assay over 7 days, measuring absorbance at 490 nm at days 1, 2, 3, 4, and 7 (mean ± s.e.m. of n=
5 experiments, with each experiment performed in triplicate; two-way ANOVA (p < 0.0001), Dunnett’s multiple comparisons test, n.s.= 0.2031, ***p <
0.0007, ****p < 0.0001). b Cell apoptosis was evaluated by quantification of caspase 3/7 activation on the basis of fluorescence intensity (530/405 nm).
Absolute values were normalized to DAPI fluorescence intensity as an internal control and compared to non-targeting shRNA-treated control cells
(scrambled) (mean ± s.e.m. of n= 3 experiments with each experiment performed in triplicate; one-way ANOVA (F (4,10)= 21.42, p < 0.0001), Dunnett’s
multiple comparisons test, n.s.= 0.0556, **p= 0.0012, ****p < 0.0001). c Protein biosynthesis rates were assessed on the basis of incorporation of HPG,
an alkyne-containing methionine analog. After 2 h, alkyne-containing proteins were quantified on the basis of fluorescence intensity (485/535 nm).
Absolute values were normalized to DAPI fluorescence intensity as an internal control and compared to control cells (mean ± s.e.m. of n= 3 experiments,
with each experiment performed in triplicate, one-way ANOVA (F (4,10)= 16.36, p= 0.0002), Dunnett’s multiple comparisons test, **p= 0.0035, ****p <
0.0003). d Relative expression of GON7, YRDC, LAGE3, and OSGEP transcripts were normalized to that of HPRT in KD podocytes compared to non-
targeting shRNA control treated cells (mean ± s.e.m. of n= 5 experiments, with each experiment being performed in triplicate; two-tailed Mann–Whitney
test, **p < 0.05). Source data are provided as a Source Data file
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established that the complex has a 1:1:1 stoichiometry in solution
(Fig. 5b, Supplementary Table 4). In contrast with GON7, the
dimensionless Kratky plot for GON7/LAGE3/OSGEP shows a
bell-shaped curve with a maximum for qRg ≈ 2 (Fig. 5a). This
shape suggests that the complex is mainly compact, but that
disordered regions are still present. In addition, the comparison
of the distance distribution functions of GON7/LAGE3/OSGEP
and GON7 shows that the latter alone is more extended than the
complex (Supplementary Fig. 6b). In full agreement, the 15N
SOFAST-HMQC NMR spectrum of the complex reveals that
about 35 amino-acid residues of GON7 remains flexible and
disordered in the complex whereas ~35 crosspeaks vanished upon
complex formation. These latter crosspeaks likely correspond to
amino-acid residues engaged in the interaction with LAGE3 and
thus experiencing extensive line-broadening due to the large
molecular size of the complex. We therefore deduced that GON7
is becoming partially ordered upon complex formation with
LAGE3/OSGEP and set out to determine its structure by X-ray
crystallography. We obtained 1.9 Å resolution diffraction data of
the GON7/LAGE3/OSGEP complex (Fig. 5c, d, Supplementary
Table 5). The structure could be solved by molecular replacement
using our 3D models of OSGEP and LAGE3 (refs. 8,13,23). LAGE3
contains 60 residues at the N-terminus that are absent in the Pcc1
orthologs from yeast and archaea and that are predicted to be
disordered. We did not observe any electron density for this N-
terminal peptide, confirming this region indeed lacks a stable
structure. We cannot exclude however that partial proteolysis
removed this peptide during the long crystallization process.
LAGE3 is at the center of the complex, binding on one side to
OSGEP and on the other to GON7, which does not directly

interact with OSGEP (Fig. 5c). The structures of the LAGE3 and
OSGEP subunits are very similar to their archaeal/fungal Pcc1
and Kae1 orthologs respectively. The two helices of LAGE3
associate with the N-terminal helices of OSGEP into a helical
bundle. Only 45% of the GON7 sequence adopts a well-defined
structure upon binding to LAGE3, confirming our SAXS- and
NMR-based conclusions (Fig. 5a, Supplementary Fig. 6a–d). The
N-terminal peptide of GON7 forms a β-hairpin between Met1
and Ser20 and the region between Gly25 and Pro50 forms a helix
that lies parallel against the β-hairpin (Supplementary Fig. 7).
Electron density for GON7 was absent for residues 21 to 24 and
for the region beyond position 50. The C-terminal half of GON7
is highly enriched in acidic and sparse in hydrophobic amino
acids and predicted to be unfolded. Despite their very weak
sequence similarity (19% identity, 34% similarity), the structures
of human GON7 and yeast Gon7 are almost identical (RMSD=
1.41 Å for 45 Cα positions; yeast Gon7 PDB entry: 4WXA)
(Fig. 5d, Supplementary Fig. 7). The β-hairpin of GON7 aligns
with the β-sheet of LAGE3 to form a continuous five stranded
anti-parallel sheet. The helix of GON7 packs in an anti-parallel
orientation against the C-terminal helix of LAGE3. The complex
is stabilized mainly by the hydrophobic packing of side chains
emanating from β1 and α1 of GON7 and α2 and β1 of LAGE3.
The association mode between GON7 and LAGE3 is very similar
to that of the yeast Pcc1/Gon7 complex, illustrated by their
superposition (RMSD= 1.4 Å; Fig. 5d). Structure based sequence
alignment between human GON7 and yeast Gon7 shows that
only 6 out of 45 ordered residues (12%) are conserved (Supple-
mentary Fig. 7). Compared to human GON7, yeast Gon7 is
longer by about 20 residues that were disordered in its structure.
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The experimental SAXS curve of the GON7/LAGE3/OSGEP
complex in solution is in excellent agreement (χ2= 0.33) with the
scattering curve calculated on the all-atom model built using the
program BUNCH from the crystal structure (see Methods)
(Fig. 5b). We therefore conclude that, although sharing very low
sequence homology, human GON7 and yeast Gon7 are homologs
that interact identically with their respective partners (LAGE3,
Pcc1) in the human and yeast KEOPS complex.

Role of human GON7 in KEOPS complex stability in vivo. We
further explored the deleterious cellular effects of the GAMOS-
associated GON7 mutations. We first confirmed by mass spec-
trometry analysis that in a human podocyte cell line stably
overexpressing either 2HA-tagged GON7 or V5-tagged LAGE3,
the four additional KEOPS subunits significantly co-purified with
GON7 or LAGE3, respectively, thus confirming that a five-
subunit KEOPS complex is present in these renal glomerular cells
(Supplementary Fig. 8a). We have previously demonstrated that
the majority of GAMOS-associated mutations in genes encoding
KEOPS complex components do not affect the intermolecular
interactions between the LAGE3/OSGEP/TP53RK/TPRKB sub-
units13. In order to check whether mutations in LAGE3 affected
GON7 binding, we co-expressed 2HA-tagged GON7 with WT or
mutant V5-tagged LAGE3 in HEK293T cells. Our co-
immunoprecipitation experiments demonstrated that the
LAGE3 mutations found in GAMOS individuals do not prevent
binding to GON7 (Supplementary Fig. 8b). Intriguingly, however,
we noticed that co-expression of GON7 with LAGE3 in
HEK293T cells led to an increased expression level of GON7, and
to a lesser extent of LAGE3, suggesting that the interaction sta-
bilizes both proteins (Fig. 6a). We therefore studied the stability
of GON7 and LAGE3 in a time-course experiment using cyclo-
heximide, an inhibitor of protein biosynthesis, in HEK293T cells
transiently expressing either 2HA-GON7 or V5-LAGE3 alone or
co-expressing both tagged-proteins. When expressed alone,
GON7 and LAGE3 protein levels decreased, suggesting both
proteins may be unstable in absence of their partner. This is
particularly obvious for GON7 whose protein level decreased by
half within an hour following cycloheximide addition (Fig. 6b,
Supplementary Fig. 9). On the contrary, when co-expressed, we
observed an increase of both GON7 and LAGE3 protein levels
reflecting an increase in their stability. We wondered whether the
absence of GON7 also impacts the stability of the whole KEOPS
complex and indeed, we were able to demonstrate that the protein
levels of the four KEOPS subunits were decreased in cells of
individuals mutated for GON7, whereas they were not affected in
cells of individuals with OSGEP or WDR73 mutations, the latter
being also responsible for a specific subset of GAMOS cases not
linked to a t6A biosynthesis defect15 (Fig. 6c, Supplementary
Fig. 10a). In addition, we demonstrated that this protein level
decrease was not due to transcriptional regulation (Supplemen-
tary Fig. 10b). Altogether, these results suggest that the absence of
GON7 affects KEOPS stability resulting in a decreased expression
level of the four other subunits, which might impact t6A levels.

Discussion
In this study, we identified mutations in two genes encoding
proteins involved in t6A biosynthesis in GAMOS patients: YRDC
encoding the enzyme that synthesizes the TC-AMP intermediate
used by the KEOPS complex and GON7 encoding the fifth sub-
unit of the KEOPS complex. Functional analysis of these specific
mutations has revealed that they directly impact t6A modification
(YRDC) and/or affect the stability of the KEOPS complex
(GON7). These results complement our previous findings and

establish that mutations in all the genes involved in this pathway
lead to GAMOS.

All individuals bearing GON7 or YRDC mutations present with
the clinical features of GAMOS, similarly to the individuals
previously reported to have mutations in the genes encoding the
four other KEOPS subunits. In addition, we have expanded the
GAMOS phenotype spectrum by describing congenital hypo-
thyroidism to be associated with YRDC mutations. Although the
two GON7 mutations encode truncated non-functional proteins,
we noticed that they unexpectedly result in a less severe clinical
outcome compared to that of individuals affected by mutations in
other KEOPS subunit genes or in YRDC, for which biallelic null
mutations were not found. This suggests that the absence of
GON7 has less severe consequences for cell life compared to the
other components of the t6A biosynthesis pathway, where four
out of six are encoded by genes considered to be essential28. This
less severe clinical outcome correlates with our data showing that
GON7 loss of function and depletion in fibroblasts and podo-
cytes, respectively, have globally a weaker effect on t6A levels,
proliferation, apoptosis, and protein synthesis compared to that
of other KEOPS subunits and YRDC mutations or depletion.
However, although our data have confirmed that GON7 is a
functional homolog of Gon7, the effect of their absence in human
and yeast, respectively, is markedly different since in the absence
of Gon7, the yeast KEOPS complex has only very low t6A activity
and cell growth is dramatically affected3. Altogether, our data in
humans suggest that GON7 is not as essential in humans as in
yeast for t6A biosynthesis.

Our biochemical and structural data provide a molecular fra-
mework to understand the pathophysiological effects of the
GAMOS-associated mutations. The structure of the GON7/
LAGE3/OSGEP complex shows that GON7 is bound exclusively
to the non-catalytic LAGE3 subunit, distant from the catalytic
center of OSGEP. It has been shown in vitro that the intact
human KEOPS complex has a 1:1:1:1:1 stoichiometry, in contrast
with the complex lacking GON7 which has a 2:2:2:2 stoichio-
metry7. The latter stoichiometry has also been observed for the
archaeal KEOPS complex, for which no fifth subunit similar to
Gon7 has yet been discovered. The Pcc1 subunit constitutes the
dimerization unit of archaeal KEOPS29 and this is also very likely
the case for the LAGE3 subunit of human KEOPS in absence of
GON7 (ref. 7). In line with these results, our structure of the
GON7/LAGE3/OSGEP complex shows that GON7 competes
with LAGE3 for dimerization, explaining the different stoichio-
metries of the KEOPS complex observed in the absence or pre-
sence of GON7. Indeed, GON7 covers a large hydrophobic
surface of LAGE3 (Supplementary Fig. 11), which is very likely
occupied by another LAGE3 subunit in the context of a homo-
meric dimer, as observed in the structure of Pcc1 dimer29. The
exposure of this hydrophobic surface due to the absence of GON7
in the GAMOS patients may affect the solubility and activity of
the KEOPS complex, and indeed, our data from experiments on
cell lines further indicate that GON7 contributes to the stability of
the KEOPS complex and/or to the maintenance of the correct
(catalytically active) quaternary structure as evidenced by the
decrease in KEOPS subunits protein levels observed in GON7
patient cells. Taken together, our data demonstrated that GON7
impacts the stability of the KEOPS complex therefore having an
effect on its enzymatic activity. This is in line with the in vitro
data of Sicheri’s group showing that in presence of GON7,
KEOPS t6A activity is potentiated29 and with our in vivo data
showing that t6A levels in GON7-mutated patient fibroblasts are
slightly decreased compared to YRDC- and OSGEP-mutated
fibroblasts.

Although human GON7 and yeast Gon7 have low sequence
identity, their structures and interactions with LAGE3 and Pcc1,
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respectively, are nearly identical. It is therefore surprising that
GON7 could not complement the yeast Δgon7 deletion mutant7.
Comparison of the GON7/LAGE3 and Gon7/Pcc1 complexes
shows that the hydrophobic character of the residues at the
interface is very well conserved (Supplementary Fig. 7). However
quite a few amino-acid substitutions between GON7 and Gon7
might create steric clashes that weaken or disrupt the interaction
with Pcc1, explaining the lack of complementation. Nevertheless,
the exquisite superposition of GON7 and Gon7 qualifies them as
orthologs and confirms that GON7 is the functional fifth subunit
of the human KEOPS complex. Such discrepancies between the
protein sequence and structure conservation between distant
species might be relevant in other protein complex, with their
characterization helping to identify new candidate genes for
human monogenic disorders.

An increasing number of mutations are being identified in
genes encoding tRNA-modifying enzymes that are linked to
human neurodevelopmental disorders. Very recently, mutations
in WDR4, initially described to cause a distinct form of micro-
cephalic primordial dwarfism and brain malformations30,31, have
been identified in individuals with GAMOS14. WDR4 is a com-
ponent of the METTL1/WDR4 holoenzyme, an N7-methylgua-
nosine (m7G) methyltransferase that is responsible for the highly

conserved m7G modification on a specific subset of tRNAs32,33.
Interestingly, it has been shown that the absence of m7G tRNA
modification leads to impaired cell proliferation, neural differ-
entiation, and a decrease in global translation with a less efficient
translation of mRNAs involved in cell division and brain devel-
opment, consistent with the microcephaly and brain anomalies
found in individuals with WDR4 mutations34. Similarly, as a
consequence of the decrease in t6A levels observed in affected
individual’s cells, perturbed protein translation could impact the
translation of specific mRNA involved in kidney and brain
development and/or podocyte/neuron maintenance. It is likely
that the requirement for t6A-modified tRNAs levels is dependent
of the cell-type and/or cell cycle as has been previously shown in
D. melanogaster where highly proliferative cells of the wing
imaginal discs are more affected by the absence of t6A mod-
ification than fully differentiated photoreceptors35. Neuronal
progenitors that have high mitotic activity probably have higher
demands for protein translation, making them more vulnerable to
any perturbation in the tight regulation of tRNA modifications.
Furthermore, another potential regulatory step to spatiotempo-
rally modulate these tRNA modifications and thus protein
translation is the tissue- and developmental stage-specific
expression of the tRNA-modifying enzymes36,37. YRDC and
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Fig. 6 Role of GON7 on KEOPS complex stability. a Immunoblot analysis of HEK293T cell lysates expressing either 2HA-tagged GON7 or V5-tagged
LAGE3 alone or co-expressing both proteins. Anti-HA and anti-V5 antibodies were used to assess GON7 and LAGE3 expression, respectively, with α-
tubulin used as loading control. b Representation of cycloheximide chase experiments by fitting a one-phase exponential decay curve to experimental data
(one representative experiment is shown in Supplementary Fig. 9) (mean ± s.e.m. of n= 3 experiments). HEK293T cells were transfected with either 2HA-
tagged GON7 or V5-tagged LAGE3 alone or with both proteins before being subjected to treatment with 100 µg/ml cycloheximide for the indicated time
points in order to assess rates of protein degradation followed by western blotting of the cell lysates for both proteins with anti-HA and anti-V5 antibodies,
respectively. GON7 and LAGE3 protein levels were normalized to those of α-tubulin at each time point. c Western blot analysis of protein expression level
of the five KEOPS subunits in lymphoblastoid cell lines from two unaffected relatives (A.II-1 and A.II-5), four individuals with the GON7 mutation p.Tyr*7,
one individual with the OSGEP mutations p.Arg325Gln and p.Arg280His (individual «N2705» described in Braun et al.13), and one individual with GAMOS
linked to WDR73 mutations (individual A.II-4 described in Colin et al.15). One representative western blot is shown (three independent experiments were
performed). α-Tubulin was used as a loading control. Source data are provided as a Source Data file

NATURE COMMUNICATIONS | https://doi.org/10.1038/s41467-019-11951-x ARTICLE

NATURE COMMUNICATIONS |         (2019) 10:3967 | https://doi.org/10.1038/s41467-019-11951-x | www.nature.com/naturecommunications 9

www.nature.com/naturecommunications
www.nature.com/naturecommunications


KEOPS subunits could be differentially expressed between spe-
cific cell-types in the brain (neural progenitors) and the kidney
(podocytes) and/or during development/differentiation explain-
ing the tissue involvement and the course of the disease as well as
its clinical outcome. Further studies on neuronal/renal progeni-
tors and neurons/podocytes differentiated from induced plur-
ipotent stem cells obtained from individuals with mutations in
YRDC and KEOPS subunits will probably provide further
insights into the pathogenesis of GAMOS.

Together, our data strongly emphasize the importance and
relevance of the t6A biosynthesis pathway in the pathogenesis of
GAMOS. Further investigations are needed to fully characterize
all the KEOPS mutations at the biochemical, structural, and
enzyme activity levels to better understand their impact on
KEOPS complex-dependent t6A biosynthesis activity and how
they influence the clinical phenotypes. Genes encoding compo-
nents of the t6A biosynthesis pathway have to be added to the
growing list of translation-associated proteins whose loss of
function are responsible for rare genetic disorders.

Methods
Patients and families. Written informed consent was obtained from participants
or their legal guardians, and the study was approved by the Comité de Protection
des Personnes “Ile-De-France II.” Genomic DNA samples were isolated from
peripheral blood leukocytes using standard procedures.

Whole-exome sequencing and mutation calling. We performed whole-exome
sequencing using Agilent SureSelect All Exon 51 Mb V5 capture-kit on a
HiSeq2500 (Illumina) sequencer (paired-end reads: 2 × 100 bases). Sequences were
aligned to the human Genome Reference Consortium Human Build 37 (GRCh37)
genome assembly with the Lifescope suite from Life Technologies. Variant calling
was made using the Genome Analysis Toolkit pipeline. Then, variants were
annotated using a pipeline designed by the Paris Descartes University Bioinfor-
matics platform. We assumed the causal variant: (i) segregates with the disease
status, (ii) is novel or has a minor allele frequency <1/1000 in gnomAD, (iii) was
not found in >10/2352 projects of our in-house database. Missense variant
pathogenicity was evaluated using in silico prediction tools (PolyPhen2, SIFT and
Mutation Taster). Sanger sequencing was used to validate the variant identified by
exome sequencing and to perform segregation analysis in the families. Sequence
were analyzed with the Sequencher software (Gene Codes, Ann Arbor, MI) and
positions of mutations were numbered from the A of the ATG-translation initia-
tion codon. For Family G, WES, and SNP-array were performed according to
standard diagnostic procedures and WES quality criteria at the UMC Utrecht, the
Netherlands. The patient–parent quartet WES with sibling-sharing analysis focused
on the regions of homozygosity determined by SNP-array (parents are con-
sanguineous in the eighth degree).

Plasmids, cell culture, establishment of cell lines. The following expression
vectors were used in this publication: LentiORF pLEX-MCS (Open Biosystems),
pESC-TRP with a c-myc tag (Agilent), and pLKO.1-TRC Cloning vector (# Plas-
mid 10878, Addgene). The LentiORF pLEX-MCS plasmid was modified by site-
directed mutagenesis (QuickChange kit, Agilent) to insert one NheI restriction site,
and either two copies of the Human influenza hemagglutinin (HA) tag or one copy
of the V5 epitope tag allowing epitope-tagging at the N-terminal of the encoded
protein. Human full-length GON7, LAGE3, and YRDC cDNA (NM_032490.5,
NM_006014.4, and NM_024640.4, respectively) were amplified by PCR from
IMAGE cDNA clones (IMAGE 4796574, IMAGE 5485603, IMAGE 5211591, and
IMAGE 6147134, respectively), and subcloned into the modified pLEX-MCS
plasmid using either SpeI and XhoI (for GON7 and LAGE3) or NheI and XhoI (for
YRDC). Human YRDC cDNA was also subcloned into the BamHI and SalI sites of
pESC-TRP. Site-directed mutagenesis (QuickChange kit, Agilent) was used to
generate the mutations used in this study. An adapted cloning protocol was used to
obtain the C-terminal extension found for the YRDC p.Val241Ilefs*72 mutant. For
gene silencing, the shRNA sequences described in Supplementary Table 6 were
cloned into the lentiviral pLKO.1-TRC Cloning Vector using the AgeI and EcoRI
restriction sites. This vector contains a cassette conferring puromycin resistance.
All constructs were verified by Sanger sequencing.

The human immortalized podocyte cell line (AB8/13) provided by M. Saleem
(University of Bristol, UK) was grown at 33 °C with 7% CO2 in RPMI 1640
medium supplemented with 10% fetal bovine serum, insulin-transferrin-selenium,
glutamine, and penicillin and streptomycin (all from Life Technologies), and
human primary fibroblasts, obtained from patient skin biopsies, were cultured in
OPTIMEM medium supplemented with 10% fetal bovine serum, sodium pyruvate,
glutamine, fungizone, and penicillin and streptomycin (all from Life Technologies)
at 37 °C with 7% CO2. Obtention and culture of lymphoblastoid cell lines are

detailed in Supplementary Methods. Human podocytes stably overexpressing 2HA-
GON7 or V5-LAGE3, or transiently depleted for GON7, LAGE3, OSGEP, or YRDC
were obtained by transduction with lentiviral particles and subsequent puromycin
selection (2 μg/ml). HEK293T cells (ATCC CRL-3216) were transiently transfected
using Lipofectamine® 2000 (ThermoFisher Scientific).

Antibodies and chemical compounds. The following antibodies were used in the
study: mouse anti-α-tubulin (T5168, used at 1:1000), mouse anti-actin (A5316,
used at 1:1000), mouse anti-HA (12CA5, at 1/1000), rabbit anti-GON7 (HPA
051832, used at 1:500), rabbit anti-LAGE3 (HPA 036122, used at 1/500), rabbit
anti-TPRKB (HPA035712, used at 1:500), rabbit anti-OSGEP (HPA 039751, used
at 1/1000), and mouse anti-GAPDH (MAB374, used at 1/2000) from Sigma-
Aldrich; mouse anti-V5 (MCA1360, used at 1/1000) from Bio-Rad; rabbit anti-
YRDC (PA5-56366, used at 1:500) from ThermoFisher Scientific; rabbit anti-
LAGE3 (NBP2-32715, used at 1:1000) and mouse anti-OSGEP (NBP2-00823, used
at 1:500) from Novus Biologicals; rabbit anti-TP53RK (AP17010b, used at 1:500)
from Abgent. Secondary antibodies for immunoblotting were sheep: anti-mouse
and donkey anti-rabbit HRP-conjugated antibodies (GE Healthcare, UK), and
IRDye 800CW Donkey anti-rabbit (926-32213) and IRDye 680RD Donkey anti-
mouse (926-68072) antibodies (LI-COR). Cycloheximide (C7698), Nuclease P1
(N8630), phosphodiesterase I from snake venom (P3243), and alkaline phospha-
tase (P4252) were purchased from Sigma-Aldrich.

Yeast culture and heterologous complementation assay. Yeast cells were grown
at 28 °C in standard rich medium YEPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glu-
cose) or minimal supplemented media (0.67% YNB, 2% carbon source). Cells were
transformed using the lithium acetate method38. Media were supplemented with
2% agar for solid media. The S. cerevisiae W303 derived strain, Δsua5::KanMX
(YCplac33-SUA5)39, was used as the host for the complementation assay. For each
pESC-TRP plasmid derivative to be tested, three independent clones were selected
after transformation and grown on GLU-TRP media. Clones were then streaked
onto GAL-TRP containing 0.1% 5-fluoroorotic acid (5-FOA) to counter-select the
YCplac33-SUA5 plasmid (containing URA3). After two rounds of selection, clones
were checked for their acquired Ura- phenotype, their plasmid content was con-
firmed by sequencing after plasmid rescue before being finally evaluated for fitness
by a 10-fold serial dilution spotted onto GAL-TRP minimal supplemented media.
Empty pESC-TRP, pESC-TRP-SUA5, and pESC-TRP-SUA5-myc were used as
negative and positive controls, respectively.

Quantitative real-time PCR. Total mRNA from knocked down podocytes, pri-
mary skin fibroblasts, and LCLs was isolated using Qiagen Extraction RNeasy® Kit
and treated with DNase I. One microgram total RNA was reverse-transcribed using
Superscript II, according to the manufacturer’s protocol (Life Technologies). The
relative expression levels of the mRNA of interest were determined by real-time
PCR using Power SYBR Green ROX Mix (ThermoFisher Scientific) with specific
primers listed in Supplementary Table 7. Samples were run in triplicate and gene of
interest expression was normalized to human hypoxanthine-guanine phosphor-
ibosyl transferase (Hgprt). Data were analyzed using the 2−ΔΔCt method.

Quantification of t6A modification. Yeast tRNAs were extracted and purified
from actively growing cells (at OD600nm of approximately 3 × 107 cells/ml) with
phenol induced cell permeabilization, LiCl-selective precipitation, and subsequent
ion exchange-chromatography purification on an AXR-80 column (Nucleobond,
Macherey-Nagel), according to the manufacturer’s instructions. For human pri-
mary fibroblasts, the two-step protocol that was applied is detailed in Supple-
mentary Methods. Ten micrograms of yeast tRNAs and approximately 1 µg of
human fibroblast tRNAs were then enzymatically hydrolyzed into ribonucleosides
with nuclease P1, phosphodiesterase, and alkaline phosphatase, deproteonized by
filtration, and finally dried under vacuum according to the protocol of Thuring
et al.40. t6A ribonucleoside was analyzed using the quantitative LC/MS-MS pro-
tocol of Thüring et al.40. Quantification of t6A was performed by integration of the
peaks of interest and expressed relative to the total area of the peaks corresponding
to the four canonical unmodified ribonucleosides assessed in the same sample for
normalization. tRNA extracted from three independent samples were each mea-
sured twice (two technical replicates). Detailed information are provided in Sup-
plementary Methods.

Protein extraction and immunoblotting. Proteins from KD podocytes, primary
fibroblasts, and LCLs were extracted in lysis buffer containing 150 mM NaCl, 50
mM Tris-HCl pH 7, 0.5% Triton-X100 with CompleteTM protease inhibitors
(Roche), as in Serrano-Perez et al.41. Fifty micrograms of proteins were loaded onto
acrylamide gels and blotted onto nitrocellulose membranes (Amersham). The
membranes were blocked in 1× Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20 (TBST) with
5% bovine serum albumin or in Odyssey (LI-COR Bioscience) blocking buffer.
Membranes were then incubated with the indicated primary antibodies, washed,
and then incubated with either HRP-conjugated or LI-COR IRDye secondary
antibodies. Signals were detected using ECL reagents (Amersham Biosciences) and
acquired in a Fusion Fx7 darkroom (Vilber Lourmat) or acquired with Odyssey
CLx near-infrared fluorescent imaging system (LI-COR Bioscience). Densitometry
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quantification was performed either using Bio-1D software or using Image studio
lite software (version 5.2). Uncropped and unprocessed blots are provided in the
Source Data file.

Immunoprecipitation and cycloheximide chase experiments. For immunopre-
cipitation, HEK293T cells were transiently transfected with the adequate plasmids
(2HA-tagged GON7, V5-tagged-LAGE3 wild-type (WT) and/or mutants) using
calcium phosphate. Forty-eight hours post transfection, cells were lysed in 150 mM
NaCl, 25 mM Tris-HCl pH 8, 0.5% Triton with protease inhibitors and HA-tagged
GON7 was immunoprecipitated using the µMACSTM Epitope Tag Protein Isola-
tion Kit (Miltenyi Biotec). Briefly, fresh lysates (1–1.5 mg of protein) were incu-
bated either with mouse anti-V5 antibodies, followed by a 30-min incubation with
magnetic beads coupled to protein A, or directly with magnetic beads coupled to an
HA antibody. Immunoprecipitated proteins were isolated using µMACS® Separa-
tion Columns in a magnetic µMACS separator and subsequently eluted with 1×
Laemmli buffer. Lysates and immunoprecipitated samples were subjected to
immunoblot41. To assess rates of protein degradation, HEK293T cells transiently
expressing either 2HA-GON7 or V5-LAGE3 alone, or co-expressing both proteins
were incubated with cycloheximide at a final concentration of 100 µg/ml for the
indicated time periods (0.5, 1, 2, 4, and 6 h). Total protein extracts and immu-
noblotting were performed as described above. Anti-HA and anti-V5 antibodies
were used to reveal GON7 and LAGE3, respectively. Relative GON7 and LAGE3
protein amounts were normalized to those of α-tubulin at each time point.

Cell proliferation, apoptosis, and protein synthesis assays. Cell proliferation,
apoptosis level, and rates of protein synthesis were assessed in KD podocytes using
the CellTiter 96 Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTT) (Pro-
mega), the Caspase-3/7 Green detection Reagent (C10423; ThermoFisher Scien-
tific), and the Click-iT HPG Alexa Fluor 488 Protein Synthesis Assays (C10428;
ThermoFisher Scientific), respectively, according to the manufacturer’s instruc-
tions. Detailed information are provided in Supplementary Methods.

Proteomic studies. Human podocyte cell lines stably expressing either 2HA-
GON7 or V5-LAGE3 were used to perform proteomic studies. 2HA-GON7 and
V5-LAGE3 were immunoprecipitated as described in the section above. Eluates
were processed according to Braun et al.13. Two groups (control IP versus IP HA or
IP V5), each containing three biological replicates, were used for statistical analysis.
Only proteins that were identified at least three times out of six were retained. A t-
test was performed, and the data were represented in a volcano plot (FDR < 0.01,
S0= 2, 250 randomizations).

Telomeric restriction fragment. Measurement of the length of the terminal
restriction fragments was performed by Southern blotting according to Touzot et al.42.

Expression and purification of KEOPS subunits. All structural work was done
using the full-length proteins of GON7, LAGE3, and OSGEP.

For NMR experiments, two vectors were ordered from Genscript (Piscataway,
USA) for the expression of either unlabeled his-tagged LAGE3 (vector “pET21a-
LAGE3_hisTEV_op”) or 15N-labeled his-tagged GON7 (vector “pET24d-
C14_hisTEV_op”) whose sequences are shown in Supplementary Table 8.
Expression and purification of LAGE3 and 15N-GON7 and subcomplex LAGE3/
15N-GON7 preparation are described in detail in Supplementary Methods.

For SAXS or crystallogenesis experiments, preparation of unlabeled GON7 and
GON7/LAGE3/OSGEP subcomplex, and co-expression and purification of the
KEOPS subunits are detailed in Supplementary Methods and Supplementary Figs.
12 and 13. Fractions of the heterotrimeric GON7/LAGE3/OSGEP complex eluted
from size exclusion chromatography (Supplementary Table 9) were then re-loaded
onto NiIDA and washed with lysis buffer A supplemented with increasing
concentrations of NaCl (0.2; 0.5; 1, and 2M) in order to remove traces of
contaminants. Bound proteins were eluted using three fractions of 2 ml of buffer A
supplemented with 100, 200, and 400 mM imidazole and the three subunits
complex was concentrated to 8.3 mg/ml for crystallization trials. A unique crystal
was obtained using the sitting-drop vapor diffusion method after more than
6 months incubation at 4 °C. The successful condition was composed of 100 nl of
protein solution and 100 nl of 30% PEG 4000, 0.1 M Tris-HCl pH 8.5 and 0.2 M
magnesium chloride. The crystal was cryo-protected by quick-soaking in reservoir
solution supplemented with 30% glycerol prior to flash freezing in liquid nitrogen.

Modeling and crystal structure determination. Modeling of YRDC: the Phyre2
and I-tasser webservers both proposed high confidence models for YRDC based on
the StSua5 crystal structure despite weak sequence identity between the two species.
A 3D model of YRDC was built using the MODELLER software43. X-ray dif-
fraction data collection was carried out on beamline Proxima1 at the SOLEIL
Synchrotron (Saint-Aubin, France) at 100 K. Data were processed, integrated, and
scaled with the XDS program package44. The crystal belonged to space group P43.
The OSGEP and LAGE3 subunits were positioned by molecular replacement with
the programs PHASER45 and MOLREP, implemented in the CCP4 suite46 using
the structures of MjKae1 (PDB ID: 2VWB) and ScPcc1 (PDB ID: 4WX8) as search

models. Residual electron density showed clearly the presence of the
GON7 subunit, which was constructed using the program BUCCANEER46. The
initial structure was refined using the BUSTER program47 and completed by
interactive and manual model building using COOT48. The correctness of the
assigned GON7 sequence was verified by omit mFo-DFc, 2mFo-DFc, Prime-and-
switch electron density maps49 (Supplementary Fig. 14). One copy of the GON7/
LAGE3/OSGEP heterotrimer was present in the asymmetric unit. Data collection
and refinement statistics are gathered in Supplementary Table 5. The coordinates
have been deposited at the Protein Data Bank (code 6GWJ).

Small-angle X-ray analysis. SAXS experiments were carried out at the SOLEIL
synchrotron SWING beamline (Saint-Aubin, France). The sample to detector
(Aviex CCD) distance was set to 1500 mm, allowing reliable data collection over
the momentum transfer range 0.008 Å−1 < q < 0.5 Å−1 with q= 4πsin θ/λ, where
2θ is the scattering angle and λ is the wavelength of the X-rays (λ= 1.0 Å). To
isolate the various species in solution, SAXS data were collected on samples eluting
from an online size exclusion high-performance liquid chromatography
(SEHPLCBio-SEC3Agilent) column and directly connected to the SAXS measuring
cell. sixty-five microliters of GON7/LAGE3/OSGEP and GON7 samples con-
centrated at 1.5 and 6.7 mg/l, respectively, were injected into the column pre-
equilibrated with a buffer composed of 20 mM MES pH 6.5, 200 mM NaCl, and
5 mM 2-mercaptoethanol. Flow rate was 300 µl/min, frame duration was 1.0 s,
and the dead time between frames was 0.5 s. The protein concentration was esti-
mated by UV absorption measurement at 280 and 295 nm using a spectrometer
located immediately upstream of the SAXS measuring cell. A large number of
frames were collected before the void volume and averaged to account for buffer
scattering. SAXS data were normalized to the intensity of the incident beam and
background (i.e. the elution buffer) subtracted using the program FoxTrot50, the
Swing in-house software. The scattered intensities were displayed on an absolute
scale using the scattering by water. Identical frames under the main elution peak
were selected and averaged for further analysis. Radii of gyration, maximum par-
ticle dimensions, and molecular masses were determined using PrimusQT51

(Supplementary Table 4). The BUNCH program52 was then used to build atomic
models of GON7/LAGE3/OSGEP starting from the crystal structure and by
determining the optimal position of the missing regions as to fit the data. In a final
step, we substituted the dummy residues of these flexible parts with all-atom
descriptions using the programs PD2 and SCWRL4 (ref. 53). An ultimate adjust-
ment was performed using the program CRYSOL54. The modeling was repeated
10 times and the best model was deposited in SASBDB55 with codes SASDFK8,
SASDFM8, and SASDFL8 for GON7, GON7/LAGE3, and GON7/LAGE3/OSGEP,
respectively.

Statistical analyses. GraphPad Prism 8.0 software was used for the graphical
representation and statistical analysis of cell-based data. Results are presented as
mean ± s.e.m. of at least n= 3 independent experiments. For statistical analysis, data
sets comparing more than three conditions (to a control group) were analyzed with
ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons test or by using Kruskal–Wallis
test followed by a Dunn’s multiple comparisons test. Data sets with only two con-
ditions to compare were analyzed using an unpaired t-test or a Mann–Whitney test.
P < 0.05 was considered statistically significant. A standard confidence interval of 95%
was applied in all analyses. Displayed in the figures are the mean values of all technical
replicates for each of the independent experiments (displayed as single data points).
Black lines indicate the mean values of all independent experiments.

Reporting summary. Further information on research design is available in the
Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability
The source data underlying Figs. 3c–d, 4 and 6 and Supplementary Figs. 1, 5b, 8b, 9 and
10 are provided as a Source Data file. Patients’ consent was not obtained for public
deposition of whole-exome sequencing data, but these are available from the
corresponding author upon reasonable request. Other data generated during the current
study are available from the corresponding authors upon reasonable request. Accession
codes for deposited data: crystal structure of GON7/LAGE3/OSGEP (PDB ID: 6GWJ,
[https://www.rcsb.org/structure/6GWJ]); SAXS model codes SASDFK8, SASDFM8, and
SASDFL8 for GON7, GON7/LAGE3, and GON7/LAGE3/OSGEP, respectively.
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Études fonctionnelles de gènes mutés dans les syndromes  
néphrotiques héréditaires 

 
 

Julie PATAT 
 

 

 Le syndrome néphrotique (SN) est caractérisé par une fuite massive de protéines dans les urines 
due à une altération du filtre glomérulaire, dont le podocyte est un composant essentiel. L’atteinte rénale 
peut être associée à des anomalies neurologiques comme dans le syndrome de Galloway-Mowat 
(GAMOS). L’étude de formes familiales rares de SN a permis d’identifier des mutations dans de nombreux 
gènes codant des protéines exprimées par le podocyte. Cependant, dans environ la moitié des cas 
familiaux de SN, le gène impliqué dans la maladie reste inconnu, et il n’existe à ce jour aucun traitement, 
mis à part la dialyse et la transplantation rénale.  
 

Au cours de ce travail, j’ai participé à deux projets de recherche, l’un portant sur l’étude de deux 
mutations identifiées dans deux gènes candidats chez des patients avec un SN syndromique en utilisant le 
modèle de la Drosophile, l’autre portant sur l’étude des conséquences fonctionnelles des mutations du 
complexe KEOPS, identifiées chez des patients avec GAMOS, dans des modèles in vitro et in vivo.   

 

Pour la première partie de mon travail, j’ai travaillé sur deux variants homozygotes identifiés dans 
les gènes ADD3 et KAT2B chez des enfants présentant un SN associé à une microcéphalie et une 
cardiomyopathie. Le premier gène code l’adducine-γ, un important régulateur du cytosquelette d’actine, 
et le second pour la lysine acétyltransférase KAT2B responsable de l’acétylation des histones. Mon projet 
avait pour but d’évaluer la pathogénicité des mutations pour définir leur contribution au phénotype des 
patients en utilisant le modèle de la Drosophile. J’ai réalisé des expériences d’extinction de l’expression de 
ces deux gènes, séparément puis simultanément, suivi par des expériences de  « sauvetage » pour étudier 
le phénotype des néphrocytes, équivalents chez la Drosophile des podocytes. Les résultats obtenus ont 
montré que la mutation d’ADD3 seule n’affecte pas les néphrocytes, alors que la mutation de KAT2B 
entraîne des défauts des néphrocytes. De plus, la suppression simultanée dans les néphrocytes de 
l’expression des gènes ADD3 et KAT2B altère de façon synergique les néphrocytes et l’expression de la 
mutation d’ADD3 ne permet pas de restaurer le phénotype sauvage. L’ensemble de nos résultats suggère 
que les mutations dans les deux gènes sont nécessaires à l’apparition de l’atteinte rénale chez ces 
patients.  

 

Pour la seconde partie de ce travail, j’ai étudié le complexe KEOPS, un complexe protéique 
composé de 5 sous-unités qui associé à l’enzyme YRDC est responsable de la biosynthèse de la 
modification t6A sur les ARN de transfert (ARNt) jouant un rôle primordial dans la fidélité de la traduction. 
Le but de ce projet est de comprendre le rôle de la nouvelle sous-unité GON7, une protéine 
intrinsèquement désordonnée, sur la stabilité du complexe KEOPS, en particulier sur la sous-unité LAGE3 
qui interagit directement avec GON7. Nous avons montré que les protéines GON7 et LAGE3 ont une demi-
vie plus courte lorsqu’elles sont exprimées individuellement alors que leur demi-vie augmente lorsqu’elles 
sont co-exprimées, suggérant que l’interaction stabilise les deux protéines. En parallèle, j’ai développé 
des modèles murins de « knock-in » (KI) en insérant une mutation dans le gène Osgep ou dans le gène 
Lage3 par CRISPR/Cas9 afin d’étudier l’effet des mutations sur le développement de l’atteinte rénale et 
neurologique. Les résultats obtenus à ce jour indiquent que les souris KI ne présentent aucun signe 
clinique (absence de protéinurie) et histologique évident d’atteinte rénale ou cérébrale, suggérant que le 
modèle murin ne reproduit pas les atteintes observées chez les patients avec GAMOS. Cependant, des 
études plus approfondies sont en cours afin de valider l’absence totale de phénotype rénal et cérébral.   

 
 

MOTS- CLÉS : syndrome néphrotique, microcéphalie, ARNt, GAMOS, modèles animaux, CRISPR/Cas9 
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