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Conflits d’intérét

Intéréts financiers : néant

Liens durables ou permanents : néant

Interventions ponctuelles : néant

® Intéréts indirects : néant



Les structures ciliées sont trés conservées au cours de I'évolution

mammiféres

/ oursins
R\ poisson-zebre
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Deux types de cils




Deux types de cils

Cils mobiles & flagelles Cils primaires

B Bimonteetadl, (2011)

« 9+0 »

«9+2 »

transport

«antenne»




Cils et pathologies

respiratoire

infections

hydrocéphalie

épendyme

spermatozoide cellules nodales

infertilité situs inversus

polydactylie?
anosmie obésité?

rétinite kystes retard?

ol Far 5

cils sensoriels rein autres



Principales ciliopathies

Syndrome de Kartagener

Dyskinésies ciliaires primitives

infections respiratoires

Polykystose rénale situs inversuslisomérisme

Nephronophtisis stérilité

rétinite pigmentaire

surdité

kystes reins, foie, pancreas
Syndrome de Bardet-Bied|

polydactylie
Syndrome de Meckel retard mental
Syndrome de Joubert agénésie du corps calleux
Syndrome de Senior-Loken obésite

Syndrome oro facio digital




Fonction des cils respiratoires : épuration muco-ciliaire

Microorganismes

Polluants

Allergenes

Systeme de

défense



Muqueuse respiratoire nasale

Lamina propria
" Tissu conjonctif

Gl. séromuqueuses

C. immunocompetentes
SN (autonome et sensitif)
Réseau vasculaire
Epithelium

" Pseudostratifié cilié

" présence de PNN

Les plus différenciées

Les plus sensibles



Battement ciliaire : définition

Mouvement permanent et périodique en 3D

Asymétrique
" (b)
Onde métachrone

hx\\\\\\ul((fmmmmm\\\\\\

X
1

Salathe et al. 2007

Braiman et al. 2008



Support du battement : axonéme

Cil respiratoire

Structure « 9+2 »

Bras de dynéine externes

BDE
Quter dynein

Microtubules

Bras de dynéine internes
tubule B
BDI

' tubule A

Ponts radiaires

Liens de nexine Téte du pont radiaire

Ainsworth et al. 2007 Complexe central
cel

e

Linck et al. 2001 cc



Bras de dynéines

Chaine lourde o de BDE

AAA ring

1 seul type de BDE
Microtubule A

7 isoformes de BDI

Ponts radiaires

Bui et al. 2008



Battement ciliaire; mécanismes

Activation des dynéines Inclinaison des microtubules

Dyneins
inactive

plan (CC)

Battement fréquence (BDE)

forme (BDI, CC)

Mitchinson et al. 2010

Salathe et al. 2007 Brokaw et al. 1987-1994

Chilvers et al. 2003 Nonaka et al. 1998



Historique de la dyskinésie ciliaire primitive

1981 (Rossman)

U, 1999 (Pennarun)
Dyskinésie ciliaire

1% gene : DNAIL

1933 (Kartagener) 1994 (Lundberg)

Sd de Kart
e Kartagener NO nasal N

(sinusite+DDB+SI)

1976 (Afelius)

ere
1

anomalie ME

1904 (Siewert)

Association DDB + situs inversus




Dyskinésies ciliaires primitives (DCP)

Premiere ciliopathie identifiée (afelius, 1976)

Transmission autosomique récessive (1/16000)

Défaut d’épuration mucociliaire

anomalie du battement ciliaire défaut de l'ultrastructure axonémale



Signes cliniques évocateurs de DCP

syndrome sinopulmonaire

Début précoce

Détresse respiratoire néonatale

Consanguinité parentale

Formes familiales (fratrie)

» . situs inversus (50%)
Malposition viscérale

<X X X X X

Hypofertilité

Noone PG et al., Am J Respir Crit Care Med 2004




itus Inversus et DCP
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Diagnostic paraclinique des DCP

Débit nasal

monoxyde d’azote (NO)

Investigations ciliaires

Analyses

genétiques




ppb (nasal NO)

NO level (nl/min)

1000+

900+

800+

700+

600+

5004

400

3004

200

1004

Corbelli Chest 2004

Le débit nasal du NO est « effondré » dans la DCP
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valeur du débit de NO nasal

> 100 nl/mn DCP exclue ?

difficile chez enfant < 6 ans



Prélevements ciliaires

v
v

mugqueuse des voies aériennes
recueil par brossage, curetage, biopsie

‘/dans milieu de culture ou fixateur

trachéo-bronchique nasal
fibroscopie endoscopie, microscope
éviter la caréne région postérieure

cornet inférieur



Trois types de prélévements cytologiques

mouchage

lavage

aspira"on

v

biochimie

curetage
brossage
cytologie
cils
biopsie
histologie



Reéalisation du prélevement cytologique

Brossage nasal: facile et peu invasif

Brosse (ou écouvillon)
Anesthésie locale: xylocaine (+/- naphazoline)
1/3 moyen du cornet inférieur

Rhinoscopie/endoscopie

Meltzer et al. 1988



Analyse cytologique

Analyse en microscopie optique

Fixation sur lame

Sujet sain

Coloration MGG (parfois Papanicolaou)
Richesse cellulaire:

Oc épithéliales

Oc inflammatoires

Formule cytologique (200 cellules):

O Neutrophiles

Coloration MGG, grossissement x1000

O Eosinophiles

O Lymphocytes

O Mastocytes
Gelardi et al. 2012



Analyse du battement ciliaire

Photomultiplicateur: fréquence de battement ciliaire (FBC)
- mais certaines anomalies ont une FBC non altérée
Vidéomicroscopie numérique a haute vitesse

— permet une analyse qualitative du battement



Exemples de battements ciliaires

Normal Immobile Dyskinétique

Vitesse normale (355 images/sec)




Calcul de 12 parameétres objectifs

A partir des mesures temporo-spatiales

8 parametres simples

Longueur du cil (um)

Angle de battement (°)

Fréquences (Hz) (globale, phases active et passive)

Pauses (ms) (globale, aller et retour)

4 parameétres complexes .
Distance parcourue par sec (um)

sans et avec pondération par % de c. battantes

Surface couverte par sec (um?)

sans et avec pondération par % de c. battantes




Global frequency (Hz)

Cilia length (pm)

Angle 7]

0

Non-PCD

Intérét de la vidéomicroscopie a haute vitesse

Parametres différents entre DCP et controles

AEACTT
Non-PCD

PCD

g
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Stroke frequency [Hz)

Pause after stroke (s)

Distance travelled per

Area swept per sec
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diagnosis

Papon et al. 2012



Analyse de l'ultrastructure

‘/quantitative (%)
‘/anomalie dominante

‘/orientation, extrémité

>30 coupes axonémales de > 10 cellules ciliées
normal : < 15% cils anormaux

DCP : tous les cils portent la méme anomalie



Héterogeneité

ultrastructurale

o it

Q
~
~

absence des bras de dynéine externes

30%

absence des deux bras de dynéine

30%

absence des bras de dynéine internes

15%

anomalies du complexe central

15%

PCD avec cils « normaux » et autres phénotypes

10%

Papon JF et al. Eur. Resp. J. 2010



Diagnostic exclu

~50%

Résultats des explorations ciliaires

~300 prélévements/an pour suspicion de DCP

Diagnostic

confirmé

~20%

Diagnostic
possible

~30%

Résultats DISCORDANTS
NO, battement

et ultrastructure

\'%

Analyse génétique ?



Recherche de génes impliqués dans les DCP

30

[a

o5

(]

o

4 . Autre approche

U 20

=0

j=y

o . Exome

£

-

8 . Analyse de liaison/cartographie par homozygotie
=
%'.0 couplée a I'approche génes candidats
% 10

8 . Approche génes candidats
Eel
E
=
0 .

1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

hausse exponentielle du nombre de genes impliqués en DCP
développement des techniques de séquencage haut débit

modification de la stratégie de diagnostic et de recherche



Héterogén

genetique
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DNAI1
DNAH5
DNAI2

TXNDC3
DNAL1

CCDC114

ARMC4

DNAAF1
DNAAF2

RPGR
DNAAF3
CCDC103
HEATR2
LRRC6
DYX1C1
SPAG1

ZMYND10

C21orf59

CCDC39

CCDC40

RSPH4A

RSPH9
HYDIN

RSPH1

DNAH11
DRC1

CCDC65

Pennarun et al., Am. J. Hum. Genet. 1999
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Merveille et al., Nature Genetics, 2011
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Héterogén

genetique
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DNAI1
DNAH5
DNAI2

TXNDC3
DNAL1

CCDC114

ARMC4

DNAAF1
DNAAF2

RPGR
DNAAF3
CCDC103
HEATR2*
LRRC6
DYX1C1
SPAG1

ZMYND10

C21orf59

CCDC39

CCDC40

RSPH4A

RSPH9
HYDIN

RSPH1

DNAH11
DRC1

CCDC65
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Pour >50% des patients, le géne causal

reste a identifier.



Démarche diagnostique

Diagnostic de DCP
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Syndrome sinopulmonaire, mesure du débit nasal de monoxyde d’azote (NO)

explorations ciliaires (battement et ultrastructure)

!

Analyse moléculaire

genes sélectionnés selon le phénotype ultrastructural

(]
o

>
Fa

o

=
0
O

N

Identification de mutations causales Pas de mutation dans un géne connu de DCP

% Recherche de corrélations Recherche de nouveaux génes de DCP

—

[T} . . R .

S phénotype/génotype - genes candidats

& o

@ - approches pangénomiques :

cartographie par homozygotie + exome
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