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Caractérisation fonctionnelle de la protéine ANKS3 impliquée dans les ciliopathies 

rénales et étude de son rôle dans la régulation des ARNs 

 La néphronophtise (NPH) est une néphropathie tubulo-interstitielle autosomique 

récessive, caractérisée par la présence d'une fibrose interstitielle massive et la formation de 

kystes. Elle est une cause majeure d'insuffisance rénale terminale chez l'enfant ou le jeune 

adulte. Elle peut être isolée ou associée à des atteintes extrarénales. La NPH appartient au 

groupe des ciliopathies, un ensemble de maladies multisystémiques causées par des 

mutations dans des gènes codant des protéines participant à la fonction des cils primaires et 

motiles. Le cil primaire agit, à la surface de la plupart des cellules, comme un mécano et 

chimiosenseur contrôlant des voies de signalisation essentielles au développement et à 

l'homéostasie tissulaire (Sonic hedgehog (Shh), Wnt, polycystines/Calcium, mTOR). La NPH 

est une maladie génétiquement hétérogène, avec vingt-trois gènes NPHP responsables 

identifiés à ce jour (dont 14 dans notre laboratoire). La plupart de ces gènes codent des 

protéines assurant des fonctions ciliaires telles que le contrôle de la composition protéique et 

de la signalisation ciliaire, à la base du cil (zone de transition (TZ)), au niveau du 

compartiment Inversine (CI), ou lors du transport intraflagellaire (IFT). 

 Par analyse d’exome, nous avons identifié une mutation homozygote pathogène 

dans un nouveau gène, ANKS3, responsable d'une NPH associée à une fibrose hépatique. 

ANKS3 code une protéine à domaines Ankyrines et SAM, connue pour interagir avec 

plusieurs protéines NPHP de la TZ (NPHP1), du CI (ANKS6, NEK8) ainsi qu'avec BICC1, 

une ribonucléoprotéine mutée dans les dysplasies rénales kystiques. 

 Mon projet de thèse a porté sur la caractérisation de la fonction d'ANKS3 et de 

l'impact de la mutation humaine dans les processus cellulaires altérés dans les ciliopathies 

rénales. Ces études ont été réalisées à partir de différents modèles cellulaires : fibroblastes de 

patients, cellules tubulaires rénales IMCD3 déplétées pour Anks3 (ANKS3_KD) réexprimant 

la forme sauvage ou mutée. 

 Mes travaux ont ainsi montrés que la mutation du gène ANSK3 diminue son 

interaction avec les composants de la TZ, NPHP1 et du CI, NEK8. Par ailleurs, l'absence ou 

l'expression de la forme mutée d’ANKS3 perturbe la taille des cils et la biogenèse du CI, avec 

une relocalisation anormale des composants du CI tout le long du cil. De plus, des 

perturbations de la signalisation ciliaire de la voie Shh et de la localisation de la protéine 

Polycystine-2 au cil ont été observées dans les cellules ANKS3_KD ou reexprimant la 

mutation p.P269L. Des altérations de la motilité ciliaire et de l’élévation calcique ont 

également été observées dans la vésicule de Kupffer du poisson zèbre muté pour anks3 



  RESUME 

8 | P a g e  
 

(TALEN), entraînant des défauts de latéralité. Outre ces défauts ciliaires, la perte ou la 

mutation d’ANKS3 entraîne des anomalies de polarité apico-basale dans les cellules 

tubulaires rénales IMCD, avec une diminution de la hauteur des cellules et un retard de la 

formation des jonctions serrées, un phénotype déjà observé dans les modèles mutés pour 

NPHP1. 

 De façon cohérente, nous avons observé une diminution de la stabilité des 

transcrits NPHP1 dans les cellules ANKS3_KD et reexprimant la mutation p.P269L, et 

démontré que la réexpression de NPHP1 restaure les défauts de polarité dans ces cellules et 

les cils plus longs dans les cellules exprimant la mutation p.P269L d’ANSK3 suggérant 

qu’une dérégulation des transcrits NPHP1 due à l’absence ou la mutation d’ANKS3 est à 

l’origine de ces phénotypes. Afin de préciser le mécanisme par lequel ANKS3 régule la 

stabilité des ARNs de NPHP1, et possiblement d'autres ARN ciliaires, nous avons étudié 

l'implication de son partenaire BICC1, connu pour lier et réguler les ARNs. Des analyses 

transcriptomiques par RNAseq et RIPseq sur des cellules ANKS3-KD, en présence ou non de 

BICC1, nous ont permis de démontrer qu’ANKS3, en s’associant à BICC1, prévient la liaison 

de plusieurs transcrits ciliaires à ce dernier, les empêchant ainsi d’être dégradés par le 

complexe RISC/AGO2. 

 L'ensemble de ces résultats nous a permis de mettre en évidence un nouveau 

mécanisme de régulation des transcrits ciliaires par le complexe ANKS3/BICC1, dont les 

mutations causent des ciliopathies rénales. 
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Functional characterization of the renal ciliopathies involving ANKS3 protein and study 

of its role in RNA regulation 

Nephronophtisis (NPH) is an autosomal recessive tubulo-interstitial nephropathy 

characterized by massive interstitial fibrosis and cyst formation. NPH is a major causeof end-

stage renal disease in childhood andcan be isolated or syndromic, that is, associated with 

extrarenal manifestations. NPH belongs to a group of multisystemic diseases known as 

ciliopathies, caused by mutations in genes encoding proteins of the primary cilium. The 

primary cilium acts on the surface of most cells as a sensor of mechanical and chemical 

stimuli, controlling signaling pathways essential for tissue development and homeostasis 

such as the Shh, Wnt and PC2 / Ca2+ signaling pathway. To date, twenty-three NPH 

causatives genes have been identified  (including 14 in our laboratory). These genes code 

proteins implicated in the control of cilia protein composition, ciliary signaling, some 

transition zone (TZ) and Inversin compartment (IC) proteins, and others involved in 

intraflagellar transport. 

 We have identified a homozygous missense mutation in a new gene responsible for 

NPH associated with liver fibrosis. ANKS3 encodes a protein known to interact with several 

NPH proteins such as NPHP1), ANKS6 and NEK8 as well as BICC1, a ribonucleoprotein 

mutated in renal cystic dysplasia. 

 My thesis project has focused on characterization of ANKS3 function and on the 

impact of the patient mutation on the cellular processes known to be relevant for renal 

ciliopathies. These studies were performedin different cellular models including patient 

fibroblasts and IMCD3 renal tubular cells depleted for Anks3 (ANKS3_KD) re-expressing 

either the wild-type or mutated form of the protein. 

 My work has demonstrated that ANSK3 bearing the patient mutation has 

decreasedits interaction with the TZ componentNPHP1 and the IC component, NEK8. In 

addition, the absence or expression of the mutated form of ANKS3 in ANKS3-KD cells 

affects cilia length and biogenesis of the IC. Indeed, IC components are found to be 

abnormally relocated all along the primary cilia. We have also observed disruption of the 

Shh signaling pathway and PC2 protein ciliary localization observed in the ANKS3_KD or 

KD_P269L cells. This last observation was confirmed in a zebrafish model with an anks3 

mutation introduced by TALEN technology. Anks3 mutant fish exhibit a decrease in ciliary 

motility associated with calcium signaling defetcs in the Kupffer vesicle, leading to laterality 

defects (situs inversus). In addition to these ciliary defects, the loss or mutation of ANKS3 
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causes apico-basal polarity defects in IMCD cells, with a decrease in cell height and delay in 

tight junction formation, a phenotype reminiscent of NPHP1 mutant models. 

Consistent with these results we observed a decrease in the stability of Nphp1 

transcripts in ANKS3_KD and KD_P269L cells. The re-expression of NPHP1 in these cells 

rescues the polarity and cilia length defects, underscoring that a link between ANKS3 

depletion and Nphp1 transcript stability is responsible for these phenotypes. To elucidate the 

mechanism by which ANKS3 regulates Nphp1 RNA stability, and possibly the stability of 

other ciliary RNAs, we investigated whether BICC1, an ANKS3-interacting protein known to 

bind and regulate RNA, had a role in this process. Transcriptomic analyzes, notably RNAseq 

and RIPseq on ANKS3-KD and mutated cells in the presence or absence of BICC1, 

demonstrate that the absence of ANKS3 or a mutant form triggers BICC1 interaction with the 

targeted mRNA and the RISC-associated protein AGO2, thus targeting ciliary gene 

transcripts for degradation. 

This finding allows us to place ANKS3/BICC1 complex as a key regulator of 

ciliopathy-related RNA transcripts that orchestrate the biogenesis and function of primary 

cilia. 
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I- Les ciliopathies 

 Le terme « ciliopathie » étymologiquement « cil » et « pathos », désignant la maladie, 

regroupe un ensemble de maladies dues au dysfonctionnement des cils primaires ou motiles. 

Ces petits organites, issus de la polymérisation de microtubules depuis le centriole père du 

centrosome, sont impliqués dans la transmission de signaux à la surface de la plupart des 

cellules différenciées et possèdent également un rôle, pour les cils motiles, de génération de 

mouvement fluidique. Historiquement, c’est en 1976 qu’est reconnue la première ciliopathie, 

la dyskinésie ciliaire primitive (PCD) (Afzelius, 1976). Afzelius et al découvre alors 

l’existence des bras de dynéine des cils motiles et leur implication dans le mouvement ciliaire. 

Il a mis en évidence leur absence dans les flagelles des spermatozoïdes de quatre hommes 

infertiles, rendant le mouvement flagellaire impossible. Cette absence de mouvement 

flagellaire des spermatozoïdes compte alors parmi les symptômes d’un syndrome plus 

général, mis en évidence 40 ans plus tôt par Manes Kartagener qui lui donnera son nom. Le 

syndrome de Kartagener se présente comme une bronchectasie associée à un situs inversus et 

des sinusites chroniques (Gupta et al., 2013). Ainsi, le premier lien entre cil et pathologie, 

alors nommé «syndrome des cils immotiles », a été établi. Ce n’est que plus tard que la cause 

du situs inversus de ce même syndrome fut mise en exergue avec la découverte du rôle des 

cils du nœud embryonnaire. En effet, la mutation d’une sous-unité de la kinésine 2 (gène 

Kif3b) conduit à un défaut de latéralisation des organes chez la souris. Alors connue pour son 

implication au niveau du cil motile, la kinésine a permis la découverte du rôle des cils du 

nœud embryonnaire dans la génération du flux nécessaire à la latéralisation des organes lors 

du développement (Nonaka et al., 1998). Un an plus tard, ces travaux ont conduit à la 

découverte de la première mutation humaine induisant une PCD dans le gène DNAI1 

(Pennarun et al., 1999). C’est au cours de cette même année que le premier lien entre 

ciliopathie et rein est établi, faisant état de la localisation du produit du gène lov-1, 

orthologue du gène PKD1 humain codant la polycystine-1 (PC1), au niveau du cil primaire 

de neurones sensoriels de C.elegans (Barr and Sternberg, 1999). Maureen Barr suggère que le 

gène PKD1, alors reconnu pour son implication dans les polykystoses rénales, aurait un rôle 

ciliaire dans le développement de la polykystose autosomique dominante (ADPKD) du fait 

de l’importance de PC1 dans les fonctions du cil des neurones sensoriels. En 2000, la 

découverte de défauts de cils primaires au niveau de cellules tubulaires rénales des souris 

mutées pour le gène Tg737, et exhibant une polykystose rénale, va permettre une avancée 

capitale dans la compréhension du rôle du cil primaire dans les pathologies rénales. Tg737, 

homologue murin du gène humain IFT88, code une protéine du transport intraflagellaire 
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(IFT) et est indispensable à la ciliogenèse (cf Le transport intraflagellaire). L’étude d’une 

mutation faux-sens de Tg737 chez la souris montre une réduction de la ciliogénèse, tant par 

le nombre de cils que par leur taille, entrainant une létalité précoce dûe à des reins kystiques 

(Pazour et al., 2000), tandis que la déplétion totale du même gène dans le modèle murin 

Tg737∆2-3βGal conduit à un phénotype bien plus sévère avec situs inversus (SI), défauts de 

développement du tube neural et une létalité embryonnaire (Murcia et al., 2000). En effet, la 

déplétion de Tg737 conduit à un phénotype comparable au phénotype causé par les 

mutations de Kif3b (létalité embryonnaire, sévères défauts développementaux et de 

définition de la latéralité), confirmant ainsi le situs inversus (SI) comme un phénotype ciliaire 

(Murcia et al., 2000; Nonaka et al., 1998) (cf Hétérogénéité phénotypique, une relation 

phénotype-génotype). Le diagnostic clinique facilitant le diagnostic génétique et inversement, 

le SI, en tant que signe clinique de ciliopathies, sera la base de la découverte de nombreux 

gènes ciliaires. D’autres part, l’étude des phénotypes associés au SI a permis l’élargissement 

du spectre des phénotypes rénaux, allant des reins polykystiques avec la découverte du gène 

BBS8 impliqué dans le syndrome de Bardet Biedel (BBS) (Ansley et al., 2003), à la NPH 

infantile avec la découverte de mutations dans le gène INVS codant l’inversine (Simons et al., 

2005), alors déjà connu chez la souris (Mochizuki et al., 1998). C’est à partir de la découverte 

de mutations dans le gène INVS alias NPHP2, et de la localisation de l’inversine au cil 

primaire des cellules tubulaires rénales, ainsi que de son interaction avec d’autres protéines 

déjà impliquées dans  la NPH (NPHP1, NPHP3 et NPHP4), que la NPH se révèle être une 

ciliopathie (Morgan et al., 2002; Otto et al., 2003). Dès lors, un nombre croissant de 

pathologies, notamment rénales, neurologiques ou encore développementales, déjà mises en 

évidence ou nouvellement caractérisées, vont venir allonger la liste des ciliopathies grâce à 

l’identification des gènes causaux, démontrant soit la localisation au cil primaire du produit 

des gènes mutés soit leur implication dans la fonction ciliaire. 

Finalement, les ciliopathies regroupent un ensemble de syndromes aux atteintes 

multisystémiques touchant notamment la rétine, le vermis cérébelleux, le squelette, mais 

aussi le foie, retrouvé dans plus de 30% des cas comportant une atteinte rénale. Il est 

toutefois intéressant de noter que, malgré une faible prévalence de chacun de ces syndromes, 

regroupés sous le terme de "ciliopathies", leur cumul en fait des affections plus fréquentes 

puisqu’elles représentent 1 naissance sur 2000. 
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I.1. Aspects cliniques 

I.1.1. La néphronophtise 

En 1945, Graham et Smith décrivent pour la première fois, sous le nom de maladie kystique 

de la médullaire rénale (MCKD), un ensemble de maladies génétiques reliées par des 

caractéristiques similaires, notamment la présence de fibrose rénale interstitielle et la 

présence de kystes dans la médullaire dont l’évolution se fait inéluctablement vers 

l’insuffisance rénale terminale (IRT). La MCKD a depuis été renommée ADTKD (maladie 

rénale tubulo-interstitielle autosomique dominante) afin de mettre plus en avant les 

caractéristiques de la maladie. En 1951, Fanconi distingue la néphronophtise (NPH) de la 

ADTKD selon 3 critères : le mode de transmission (récessif dans le cas de la NPH et 

dominant pour la ADTKD), le type d’organes extra-rénaux impliqués (dégénérescence 

rétinienne chez la NPH; hyperuricémie chez l’ADTKD), et enfin l’âge d’apparition de 

l’insuffisance terminale (durant l’enfance pour la NPH versus à l’âge adulte pour la ADTKD). 

Cette dernière caractéristique permet alors de distinguer trois différentes formes de NPH : la 

NPH infantile, la NPH juvénile et la NPH tardive. La NPH est reconnue comme une des 

causes génétiques les plus courantes d’insuffisance rénale terminale (IRT) chez l'enfant, avec 

10 à 20% des cas d’IRT chez les enfants (Cantani et al., 1986; Salomon et al., 2009). Bien qu’il 

s’agisse d’une maladie rare, la NPH juvénile est la forme la plus commune de la maladie, 

avec une incidence variant de 0,13 sur 10 000 naissances en Finlande et 1 sur 50 000 

naissances au Canada à 9 sur 8,3 millions de naissances aux Etats-Unis (Hildebrandt and 

Zhou, 2007; Pistor et al., 1985; Potter et al., 1980). On notera de façon intéressante que le gène 

NPHP1 est muté de façon homozygote chez 0,5% des patients présentant une insuffisance 

rénale terminale à l’âge adulte (Snoek et al., 2018). 

I.1.1.1. Clinique de la néphronophtise 

 Cliniquement, la NPH se traduit, dans un premier temps, par une polydipsie et une 

polyurie, soit une augmentation du volume d'absorption de liquide due à une soif excessive 

associée à une augmentation du volume des urines. La polyurie est caractérisée par 

l’importance de la diurèse (supérieure ou égale à 3 litres chez l’adulte contre 1,5 litre pour un 

individu sain). Le volume d’urine excrété (VE) peut être généralisée comme étant la 

résultante du volume d’urine filtrée (VF) au niveau glomérulaire associée au volume d’urine 

sécrétée au niveau tubulaire (VS) moins le volume réabsorbé (VA), que l’on peut écrire 

VE=(VF+VS)-VA. La polyurie est expliquée par l’impossibilité du rein dysfonctionnel à 

concentrer les urines (défaut de sécrétion tubulaire) associée à une faible réabsorption du 
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sodium au niveau des tubules rénaux, tandis que le volume de filtration glomérulaire reste 

physiologique (Gusmano et al., 1998) (cf Figure 1: Anatomie du Rein). 

 La polydipsie est la conséquence de la polyurie ; c’est un mécanisme compensatoire 

visant à diminuer la déshydratation occasionnée par la polyurie. Des symptômes secondaires 

peuvent être associés à la NPH, comme une hypovolémie sanguine ou une hyponatrémie, 

engendrée par le défaut de réabsorption de sodium au niveau du rein. L’apparition de l’IRT, 

souvent élément déclencheur du diagnostic, entraîne l’aggravation des symptômes qui se 

traduisent pas une anémie, due à la baisse de production d’érythropoïétine par le rein, une 

acidose métabolique due à l’augmentation de déchets acides, mais aussi une anorexie 

pouvant être expliquée par un dérèglement hormonal général. On notera que l’apparition de 

la protéinurie se fait généralement à la suite de l’IRT. 

 

Figure 1: Anatomie du Rein 
La coupe sagittale du rein montre la forme des principales parties du rein: le cortex, la medulla et le pelvis rénal 

qui collecte les urines dans l’urètre conduisant à la vessie. Les néphrons sont principalement formés de 2 parties : 

le glomérule où le sang est filtré et les tubules rénaux où l’urine est formée. Les tubules rénaux sont constitués 

d’un segment proximal, de la partie descendante et ascendante de l'anse de Henlé et d’un segmental distal suivi 

du tube collecteur. Adapté du manuel Merck. 
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I.1.1.2. Histologie 

 L’étude de Graham et Smith ayant permis la classification de la MCKD est 

principalement basée sur l’histologie particulière du rein. Bien que les reins pathologiques 

puissent paraître de taille normale à l’échographie, on observe souvent une 

hyperéchogénicité du parenchyme rénal associée à une dédifférenciation cortico-médullaire, 

caractéristiques de la NPH. Dans certains cas et à des stades avancés de la maladie, les reins 

peuvent exhiber la présence de kystes médullaires, même si ces derniers restent de taille 

réduite (Aguilera et al., 1997; Blowey et al., 1996). Les caractéristiques particulières des reins 

NPH se retrouvent davantage au niveau interstitiel, où une fibrose massive se développe, 

entraînant parfois quelques infiltrats de cellules immunitaires. Les atteintes tubulaires sont 

également importantes et variées, observables en microscopie optique. On observe aussi bien 

des tubules atrophiés que des tubules dilatés et collabés. La lame basale de ces tubes apparaît 

généralement feuilletée et plus ou moins épaissie, ou bien encore détériorée ou absente par 

endroit (Zollinger et al., 1980). Ces défauts de la lame basale sont retrouvés plus 

fréquemment dans la NPH que dans d'autres tubulopathies, et sont un des aspects 

histologiques permettant de distinguer la NPH des autres néphropathies tubulo-

interstitielles. 
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Figure 2: Reins normaux et pathologiques 
Les reins de patients atteints de néphronophtise présentent une importante fibrose interstitielle, des tubes 

atrophiques cernés par une membrane basale tubulaire épaissie (flèches) et d’autres tubes dilatés. Ils sont de 

tailles comparables aux reins normaux contrairement aux reins polykystiques dont la taille est grandement 

augmentée par la présence de kystes (pointe de flèche),  dans le parenchyme. 

 

I.1.1.2.1. Néphronophtise infantile  

 La NPH infantile est avant tout classifiée par l’apparition précoce d'une dysfonction 

rénale avec une IRT moyenne à l'âge de 2 ans (Gagnadoux et al., 1989). Histologiquement, la 

NPH infantile possède des caractéristiques spécifiques la différenciant des formes plus 

tardives. Les reins sont souvent de taille élargie et les kystes sont présents sur l'ensemble du 

parenchyme. En revanche, les atteintes de la membrane basale tubulaire sont rarement 

retrouvées chez les patients atteints de NPH infantile. Toutefois, certains cas de NPH 

infantile présentant les aspects histologiques d’une NPH juvénile ont déjà été rapportés 

(Tory et al., 2009). Outre l’aspect histologique, la NPH infantile se distingue aussi 

cliniquement, puisqu’il n’est pas rare qu’elle soit associée à une hypertension artérielle (15% 

des cas), ce qui est rarement le cas pour les autres formes de NPH.  
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I.1.1.2.2. Néphronophtise juvénile  

 La néphronophtise juvénile est la forme la plus fréquente de la maladie. L’IRT 

apparaît en moyenne à l'âge de 13 ans, même si des cas plus tardifs ont déjà été rapportés, 

rendant la différenciation avec la forme tardive plus difficile (Bollée et al., 2006; Hildebrandt 

et al., 1997a). Histologiquement, on retrouve dans cette forme le développement d'une 

fibrose interstitielle généralement plus importante que dans la forme infantile du fait de la 

progression plus lente de la maladie. 

I.1.1.2.3. Néphronophtise tardive  

 Aussi appelée forme de l’adolescent, la forme tardive est une forme autosomique 

dont l’existence a été mise en évidence avec l’identification de mutations du gène NPHP3 au 

sein d’une famille dont les individus ont développé une IRT à l’âge de 19 ans (Omran et al., 

2000). Depuis, plusieurs cas de lésions rénales de type NPH ont été révélés de façon très 

tardive, avec notamment des patients mutés pour le gène NPHP1 en IRT à 43 ans et 61 ans, 

mais aussi des patients présentant un syndrome de Senior-Løken avec une IRT à 62 ans dont 

la cause génétique demeure inconnue (Georges et al., 2000; Hoefele et al., 2011; Snoek et al., 

2018). D’un point de vue histologique, les lésions causées par la forme tardive sont très 

similaires aux lésions retrouvées dans la NPH juvénile (cf Figure 2: Reins normaux et 

pathologiques). 

 La néphronophtise, qu’elle soit infantile, juvénile ou tardive, provoque des lésions 

rénales qui peuvent être isolées, ou bien associées à des atteintes extra-rénales ; on parle alors 

de NPH syndromique. Ces atteintes extra-rénales se retrouvent dans 15%-45% des cas selon 

les cohortes. Chez les patients mutés pour NPHP1, près de 20% présentent un retard de 

développement et un dégénérescence rétinienne (König et al., 2017; Srivastava et al., 2018). 

De plus, les NPH infantiles sont fréquemment associées à des atteintes cardiaques (Otto et al., 

2003), mais aussi à des inversions d’organes appelées situs inversus (Otto et al., 2003).  

I.1.2. Les formes syndromiques associées à la NPH 

La NPH a été rapportée dans différents syndromes : le syndrome de Senior-Løken 

lorsque la NPH est associée à une rétinite pigmentaire, le syndrome de Cogan quand elle est 

combinée à une apraxie oculomotrice et une atteinte audio-vestibulaire, le syndrome de 

Boichis lorsque l’on observe également une fibrose hépatique, le syndrome de Joubert 

lorsqu’elle est accompagnée d’une aplasie du vermis cérébelleux, et les syndromes de 

Saldino-Mainzer et Jeune en cas d’association à des défauts du squelette. Les spectres ayant 



  REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

36 | P a g e  
 

tendance à se chevaucher entre les différents syndromes, il est parfois difficile “d'étiqueter” 

un patient pour un syndrome spécifique. 

I.1.2.1. Syndrome Senior-Løken 

 La plus fréquente des atteintes extra-rénales observées est une dystrophie rétinienne 

atteignant les cônes, des cellules photoréceptrices, et retrouvée associée dans 10 à 15% des 

cas de NPH juvéniles. La fréquence de l'atteinte oculaire retrouvée chez les patients atteints 

de NPH varie en fonction du gène muté. Elle peut être d’origine ciliaire ou due à une 

dégénérescence neuronale. Cliniquement, l'atteinte oculaire est également variable, pouvant 

aller d'une forme asymptomatique à une forme sévère, de type amaurose congénitale de 

Leber (LCA) (Salomon et al., 2009). A l’origine, le syndrome de Senior-Løken (SLS) a été 

décrit chez des patients atteints de NPH et de troubles visuels  (Loken et al., 1961; Senior et al., 

1961). Par la suite, le SLS a été défini comme l’association d’une NPH avec une 

dégénérescence rétinienne de type rétinite pigmentaire (RP) ou LCA (Contreras, Espinoza, 

1960; Loken et al., 1961; Senior et al., 1961). La dégénérescence pigmentaire se caractérise 

cliniquement par un électrorétinogramme (ERG) drastiquement réduit voire totalement plat, 

dû à une dégénérescence des photorécepteurs, avant même que la RP puisse être constatée 

par examen physique (Hartong et al., 2006; Salomon et al., 2009). 

I.1.2.2. Syndrome de Joubert 

Les symptômes cliniques du syndrome de Joubert se traduisent souvent, dès les 

premiers mois de vie, par une hypotonie, un retard psychomoteur, des mouvements 

anormaux des yeux de type nystagmus ou apraxie oculomotrice de Cogan, et des troubles 

respiratoires ou tachypnées épisodiques. Il existe également d'autres manifestations, moins 

fréquentes, telles qu'une polydactylie, un encéphalocèle occipitale, ou encore d'autres 

atteintes oculaires de type colobome rétinien (défaut du développement structurel de l’œil) 

ou LCA. Observable à l’IRM cérébrale, l’hypoplasie du vermis cérébelleux est définie comme 

une déformation prenant la forme d’une « dent molaire », due à la proéminence de deux 

pédoncules cérébelleux (Castori et al., 2005; Gleeson et al., 2004; Parisi and Dobyns, 2003). 

L’hypoplasie ou l'aplasie du vermis caractérise le syndrome décrit par Marie Joubert sous le 

nom de Syndrome de Joubert (JBTS) (Cogan, 1945; Gleeson et al., 2004; Joubert et al., 1968; 

Parisi and Dobyns, 2003; Saraiva and Baraitser, 1992; Valente et al., 2005). Il est associé à une 

NPH à hauteur de 20 à 30% des cas, avec une prévalence de 1 sur 200 000 naissances, (Wolf, 

2015) sous le nom de syndrome cérébello-oculo-renal (CORS) (Saraiva and Baraitser, 1992; 

Satran et al., 1999) ou de syndrome de Joubert type B (JBTS-B) (Hildebrandt et al., 1992). 
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L’hétérogénéité clinique des symptômes, mais aussi génétique de ce syndrome, ont donné 

lieu à plusieurs syndromes associés dont le COACH, associant un JBTS à une fibrose 

hépatique (Verloes and Lambotte, 1989). La diversité de ces syndromes compliquant le 

diagnostic, les atteintes ont été plus largement regroupées sous le terme de syndrome de 

Joubert et maladies apparentées (JSRD)  (Valente et al., 2013).. 

I.1.2.3. Syndrome de Boichis et Caroli 

 La fibrose hépatique inflammatoire est une atteinte extra-rénale communément 

associée à la NPH (près de 10%). Toutefois, la cause génétique est très hétérogène : elle est 

fréquemment associée à des mutations du gène NPHP3 (Halbritter et al., 2013a ; Tory et al., 

2009). Ces atteintes hépatiques ont pour origine commune une dysgénésie biliaire. Le 

syndrome de Boichis associe NPH avec une atteinte hépatique de type hépatomégalie 

(augmentation de la taille du foie) et fibrose modérée avec prolifération canaliculaire légère 

(Boichis et al., 1973). 

La fibrose hépatique couplée à une dilatation congénitale et une ectasie des voies 

biliaires intra-hépatiques forme, quand elle est associée à une atteinte rénale, le syndrome de 

Caroli. Il a été montré associé à la NPH pour les gènes TTC21B, TMEM67 et principalement 

WDR19 mais il est de façon plus récurrente associé à la PKD (GUNAY-AYGUN, 2009; 

Summerfield et al., 1986). 

I.1.2.4. Syndromes associés à des défauts squelettiques 

  De nombreuses anomalies osseuses ont été décrites et associées à la NPH 

définissant divers syndromes classés selon l’atteinte squelettique. Ainsi, on connaît 

majoritairement le syndrome de Saldino-Mainzer (MSS), aussi dénommé syndrome côno-

rénal, regroupant une NPH, une rétinite pigmentaire et une atteinte squelettique 

remarquable de type épiphyses en cônes des phalanges principalement (Mainzer et al., 1970). 

Le syndrome de Sensenbrenner ou dysplasie cranio-ectodermale (CED), et la dysplasie 

thoracique asphyxiante de Jeune (JATD) appelée aussi syndrome de Jeune ou des côtes 

courtes, partagent en plus des épiphyses en cônes, des anomalies des côtes courtes, des os 

longs raccourcis ou encore une polydactylie. Néanmoins, une craniosynostose (forme du 

crâne anormale par fusion des os prématurés) et des anomalies ectodermiques (notamment 

remarquables au niveau de la formation des dents) sont caractéristiques des patients atteints 

du syndrome de Sensenbrenner (Fry et al., 2009; Jeune et al., 1955; Sensenbrenner et al., 1975; 

de Vries et al., 2010). On retrouve par ailleurs des atteintes extra-squelettiques telles qu’une 
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rétinite pigmentaire, une fibrose hépatique et des défauts cardiaques. D’autres syndromes, 

plus rares, ont été  décrits, tels que le syndrome Ellis-Van Creveld (EVC) pour lequel les 

patients présentent un retard de croissance, des côtes courtes, une polydactylie, une 

dysplasie des ongles et des dents et une malformation des cloisons cardiaques pour 60% des 

cas (Moudgil et al., 1998), ou encore du syndrome de RHYNS qui associe rétinite pigmentaire, 

hypopituitarisme, NPH et dysplasie squelettique (Di Rocco et al., 1997). 

I.1.2.5. Syndrome Bardet Biedl (BBS) 

 Le syndrome de Bardet-Biedl est principalement caractérisé par une obésité infantile 

ainsi qu’une dystrophie rétinienne, une polydactylie, une déficience intellectuelle, un 

hypogonadisme et des atteintes rénales conduisant à l’IRT qui peuvent aussi bien être des 

NPH que des dysplasies rénales (Barakat et al., 1990; Beales et al., 1999). Avec une prévalence 

de 1/150000, le syndrome de Bardet-Biedl est marqué par une mortalité par IRT dans 40% 

des cas (O’Dea et al., 1996).  

 Ainsi, d’autres syndromes ont été répertoriés et recensent des atteintes rénales plus 

ou moins sévères allant de la NPH tardive à des formes développementales extrêmement 

sévères telles des dysplasies rénales kystiques. Elles sont également associées à un grand 

nombre d’anomalies développementales touchant d’autres organes comme par exemple le 

syndrome d’IveMarck associant une hétérotaxie, des défauts cardio-vasculaires à l’absence 

de rate (Larson et al., 1995). 

De façon intéressante, la présence de manifestations communes entre ces syndromes, 

comme la présence quasi systématique de côtes courtes, suggère une origine génétique 

commune (Beals and Weleber, 2007; Tsimaratos et al., 1998). 

I.1.3. Les autres ciliopathies 

I.1.3.1. Syndrome de Meckel-Gruber (MKS)  

 Des similarités autant cliniques que génétiques ont déjà été démontrées entre les 

syndromes de BBS, JBTS et le Syndrome de Meckel-Gruber (MKS), sous-entendant que le 

MKS pourrait être, dans certains cas, une forme létale de ces pathologies (Baala et al., 2007a; 

Delous et al., 2007; Leitch et al., 2008). Le MKS est une forme syndromique sévère létale, avec 

une durée de vie moyenne de 24h. En 1822, Meckel identifie le syndrome comme associant 

un encéphalocèle, une dysplasie kystique rénale avec des reins élargis, et une polydactylie 

post-axiale (Tanriverdi et al., 2002). En 1971, Hsia et al. suggèrent que deux signes cliniques 
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sur les trois généralement retrouvés sont suffisants pour poser le diagnostic de MKS s'ils sont 

associés à d'autres anomalies mineures, comme des défauts de développement hépatique 

(Baala et al., 2007b; Delous et al., 2007; Hsia et al., 1971). En 2007, un allélisme entre le MKS et 

JBTS a été mis en évidence, indiquant que les deux syndromes peuvent être les formes 

modérées et sévères d’une même maladie (Baala et al., 2007b; Delous et al., 2007). 

I.1.3.2. Autre ciliopathie rénale : la Polykystose rénale (PKD) 

 Le large spectre phénotypique des ciliopathies avec atteinte rénale entraîne certaines 

superpositions cliniques entre différents syndromes (cf Tableau 1: Superposition des 

phénotypes issus de ciliopathies rénales). Le terme de polykystose rénale est utilisé pour 

décrire deux maladies, la polykystose rénale autosomique dominante (ADPKD) et la 

polykystose rénale autosomique récessive (ARPKD). La prévalence de l’ADPKD est la plus 

importante au sein des ciliopathies (1/1000), du fait de son mode de transmission, et est due 

aux mutations des gènes PKD1, PKD2 et GANAB (Porath et al., 2016). Elle est caractérisée par 

une dilatation progressive des tubules rénaux qui forment de multiples kystes remplis de 

liquide, entraînant une insuffisance rénale à 57 ans en moyenne (Bergmann, 2015; Büscher et 

al., 2014; Knight et al., 2015; Paul et al., 2014; Zerres and Ortiz Brüchle, 2012) (cf Figure 2: 

Reins normaux et pathologiques). Ces kystes peuvent provenir de tous les segments du 

néphron, et leur apparition varie de l'enfance à l'âge adulte (Kaimori et al., 2007). L'expansion 

progressive du kyste et l'élargissement rénal conduisent à une insuffisance rénale chez les 

patients, qui doivent alors subir une dialyse jusqu'à une possible transplantation (Czarnecki 

and Steinman, 2013; Riella et al., 2014). 

 L'ARPKD d’autre part, est caractérisée par l’association d'une maladie kystique rénale 

et d’une fibrose hépatique congénitale. Elle peut être périnatale, néonatale, infantile, ou 

encore dans de rares cas, juvénile. Cependant, l’apparition de kystes a lieu pendant la vie 

fœtale et entraîne une dilatation fusiforme des canaux collecteurs qui sont distribués de la 

moelle au cortex (Hiesberger et al., 2005; Igarashi et al., 2005). De façon intéressante, 

l’insuffisance rénale terminale de l’ARPKD apparaît à un âge moyen similaire de l’ADPKD. 

Contrairement à l’ADPKD, l’ARPKD est causée uniquement par les mutations du gène 

PKHD1. 
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I.1.3.3. Les ciliopathies émergentes 

 Les récentes études de cartographie des protéines et fonctions ciliaires (cf 

Perspectives et études ciliaires), et la découverte d’un rôle au cil du produit des gènes 

responsables de pathologies non étiquetées ciliopathies, ont permis d’étendre le spectre des 

ciliopathies à de nouveaux syndromes. C’est le cas pour le syndrome de Townes-Brocks 

(TBS), une maladie autosomique dominante, pour laquelle l'implication du gène SALL1 

(SAL-Like 1), un des 4 membres de la famille des gènes SALL (Botzenhart et al., 2007; 

Kohlhase et al., 1998),. a été récemment mise en évidence (Bozal-Basterra et al., 2018). Le TBS 

est caractérisé par la présence d’un anus non perforé et d'oreilles dysplasiques. Ces 

symptômes majeurs sont fréquemment associés à des défauts du conduit auditif, et des 

malformations des orteils (polydactylie, duplication ou hypoplasie) (Powell and Michaelis, 

1999). De façon intéressante, les patients atteints de TBS présentent une insuffisance rénale 

terminale, des reins kystiques, et des malformations cardiaques. SALL1 code un facteur de 

transcription à domaines à doigts de zinc, connu pour entraîner la répression 

transcriptionnelle des gènes cibles via le complexe de déacétylation du nucléosome (NuRD) 

(de Celis and Barrio, 2009; Kiefer et al., 2002). Il a récemment été démontré que des défauts de 

SALL1 dans les fibroblastes de patients atteints de TBS entraînent des défauts de 

désassemblage des cils affectant la signalisation de la voie SHH. Ces défauts ne sont toutefois 

pas liés à sa fonction de facteur de transcription mais à un nouveau rôle de SALL1 dans la 

séquestration cytoplasmique de protéines centriolaires indispensables au désassemblage du 

cil primaire.  Le TBS peut ainsi être classé parmi les ciliopathies (Bozal-Basterra et al., 2018). 

 Le gène WDR11 a été relié à l’hypogonadisme hypogonadotropique congénital (CHH) 

et au syndrome de Kallmann (KS). Le KS et le CHH sont des pathologies pour lesquelles les 

patients présentent des défauts développementaux dans différents organes, notamment au 

niveau du cerveau, du squelette, des oreilles, des yeux mais aussi du cœur et des reins 

(Boehm et al., 2015; Kim, 2015). Le gène WDR11 code la protéine du même nom, contenant 12 

domaines WD, et interagissant avec le facteur de transcription EMX1, indispensable au 

développement neuronal (Kim et al., 2010a). Récemment, WDR11 a été montrée 

indispensable pour la ciliogenèse et la signalisation de la voie du développement SHH. En 

effet, WDR11 interagit avec EMX1, mais aussi avec la protéine GLI3, pour réguler 

l’expression de GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone), l’hormone caractéristique du 

développement pubertaire. Les modèles de poisson zèbre et de souris déplétés pour Wdr11 

présentent des défauts de ciliogenèse et de signalisation de la voie SHH (Kim et al., 2018). 
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Ainsi, les syndromes CHH et KS appartiennent désormais à la grande famille des 

ciliopathies. 

 Le nanisme, incluant l’achondroplasie  et la dysplasie thanatophore  est connu pour 

être causé par des mutations du gène FGFR3 (Delezoide et al., 1998; Le Merrer et al., 1994; 

Ornitz and Legeai-Mallet, 2017; Ornitz and Marie, 2015). FGFR3 (Fibroblast Growth Factor 

Receptor 3) joue un rôle critique dans la croissance de la plaque cartilagineuse en inhibant le 

taux de prolifération, l’initiation et l’hypertrophie des chondrocytes. Ainsi, des défauts dans 

la signalisation FGF entraînent des défauts de croissance par désorganisation des 

chondrocytes de la plaque cartilagineuse, ce qui a pour conséquence des défauts 

d’élongation des os. Jusqu’à présent, le mécanisme moléculaire par lequel FGFR3 pouvait 

induire ces phénotypes demeurait inconnu. Toutefois, le rôle de FGFR3 dans la morphologie 

et la signalisation ciliaire a été récemment démontré comme primordial pour l’homéostasie 

du cartilage. En effet, une mutation gain de fonction de FGFR3 conduit à des cils primaires 

de longueur significativement réduite, aussi bien dans les chondrocytes fœtaux humains que 

dans les chondrocytes embryonnaires murins. Ce défaut de taille est associé à une 

accumulation de l’IFT20 au niveau du corps basal du cil primaire. De façon intéressante, 

l’inhibition de l’activité tyrosine kinase de FGFR3 est capable de sauver le phénotype ciliaire 

des chondrocytes mutés pour FGFR3, suggérant un rôle essentiel de l’activité kinase de 

FGFR3 dans la localisation de l’IFT20, et donc dans la ciliogenèse (Martin et al., 2018). 

 Ainsi, la caractérisation récurrente de syndromes déjà décrits en tant que ciliopathies 

suggère un rôle important du cil primaire dans de nombreux processus et signalisations 

cellulaires développementaux jusqu’alors insoupçonnés. 
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Tableau 1: Superposition des phénotypes issus de ciliopathies rénales 

 

I.2. Génétique de la néphronophtise 

 La NPH est une maladie monogénique récessive présentant une large hétérogénéité, 

aussi bien sur le plan génétique que clinique (Salomon et al., 2009; Wolf, 2015) (cf Figure 3: 

Corrélation phénotype/génotype dans les ciliopathies). L’émergence récente des stratégies 

de séquençage haut débit (aussi appelé NGS pour Next Generation Sequencing) a permis 

l’accélération de l’identification des gènes impliqués dans la NPH et les ciliopathies associées 

au cours des 10 dernières années. Ainsi, après l’identification des 5 premiers gènes entre 1997 

(NPHP1) et 2005 (NPHP5), 17 autres gènes ont été identifiés, portant le nombre actuel à 23 

gènes reconnus pour être impliqués dans la NPH. 

I.2.1. Hétérogénéité génétique 

 Différentes techniques ont permis l’identification des gènes impliqués dans la NPH. 

Evidemment l’histoire génétique de la NPH a commencé en 1997 avec l’identification du 

gène NPHP1 (Hildebrandt et al., 1997b; Saunier et al., 1997). Puis, les études génétiques ont 

allié une approche par clonage positionnel suivi du séquençage par la méthode Sanger de 

gènes candidats permettant la découverte des gènes NPHP2 à NPHP5. Par la suite, les 

analyses de liaison dans des familles consanguines multiplexes permettant d’identifier les 

régions d’homozygotie, couplées au séquençage Sanger des gènes candidats a permis de 
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découvrir 4 nouveaux gènes responsables de NPH, NPHP6/CEP290 (Sayer et al., 2006; 

Valente et al., 2006), NPHP7/GLIS2 (Attanasio et al., 2007), NPHP8/RPGRIP1L (Arts et al., 2007; 

Delous et al., 2007), NPHP9/NEK8 (Otto et al., 2008a). Enfin, des stratégies plus récentes telles 

que le NGS d’exons ciblés pour des gènes connus ou candidats ciliaires (comme le ciliome), 

d’exome total (WES), ou encore des approches d'analyses protéomiques ont permis la mise 

en évidence des autres gènes, tout d’abord NPHP10/SDCCAG8 (Otto et al., 2010), le premier 

gène identifié par exome total puis NPHP11/MKS3/TMEM67 (Gilissen et al., 2012; Otto et al., 

2009), NPHP12/JBTS11/TTC21B (Davis et al., 2011), NPHP13/WDR19 (Bredrup et al., 2011), 

NPHP14/ZNF423 (Chaki et al., 2012), NPHP15/CEP164 (Chaki et al., 2012), , NPHP16/ANKS6 

(Hoff et al., 2013; Taskiran et al., 2014), NPHP17/IFT172 (Halbritter et al., 2013a), 

TRAF3IP1/IFT54  (Bizet et al., 2015) et NPHP20/MAPKBP1 (Macia et al., 2017) également par 

séquençage d’exome total. En revanche, IFT140  (Perrault et al., 2012), NPHP18/CEP83 (Failler 

et al., 2014), NPHP19/DCDC2 (Girard et al., 2016; Schueler et al., 2015) ont été identifiés par 

ciliome. Au total, ces 22 gènes représentent à peine la moitié des cas de NPH, de 30% à 52% 

selon les cohortes (Hildebrandt et al., 2009 et cohorte de l’Hôpital Necker). Néanmoins, 

NPHP1 demeure le gène principalement impliqué dans la NPH puisqu’il est retrouvé, le plus 

souvent délété, chez 20% à 28% des patients NPH (Halbritter et al., 2013b et cohorte Necker) 

(cf Figure 3: Corrélation phénotype/génotype dans les ciliopathies). 

I.2.2. Hétérogénéité phénotypique, une relation phénotype-génotype 

 Comme vu précédemment, les phénotypes liés à la NPH, et plus généralement aux 

ciliopathies, peuvent être très variés. La multitude de gènes impliqués, leur modèle 

d’expression spatio-temporel et la nature des mutations contribuent à cette variabilité 

phénotypique, qui se traduit par une variabilité dans l’âge d’apparition et la sévérité des 

phénotypes rénaux, mais surtout extra-rénaux (cf Figure 3: Corrélation phénotype/génotype 

dans les ciliopathies). 

Il existe des corrélations entre le génotype et le phénotype au sein de la NPH. Par 

exemple, certains gènes comme NPHP1 ou NPHP4 sont préférentiellement impliqués dans 

les formes juvéniles de NPH avec une IRT à 13 ans en moyenne (Hildebrandt et al., 1997b; 

Saunier et al., 1997). D’autres, comme NPHP2/INVS ou NEK8/NPHP9, le sont dans les formes 

infantiles (Haider et al., 1998; Otto et al., 2003). Tandis que certains gènes, comme NPHP1, 

sont davantage associés à des formes isolées (80% des cas), d’autres gènes sont 

préférentiellement impliqués dans des formes syndromiques, comme INVS/NPHP2 avec les 

situs inversus, CEP290 et IQCB1/NPHP5 avec les défauts rétiniens, NPHP8/RPGRIP1L et 
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NPHP11/MKS3/TMEM67 dans les syndromes de types JBTS et MKS (Baala et al., 2007b; 

Dawe et al., 2007; Delous et al., 2007; Doherty et al., 2010; Frank et al., 2008; Otto et al., 2009; 

Sayer et al., 2006; Wolf et al., 2007) ou encore les gènes codant les IFTs, TTC21B, IFT140, 

WDR19 dans les syndromes de Jeune et Saldino-Mainzer (Bredrup et al., 2011; Davis et al., 

2011; Perrault et al., 2012)(Bredrup et al., 2011). 

Par ailleurs, pour un même gène, il peut exister une importante variabilité 

phénotypique au sein des ciliopathies, s’expliquant en partie par la nature de la mutation 

(mutation perte de fonction versus mutation hypomorphe). On peut citer notamment les 

mutations de NPHP3, originellement associées à des formes tardives de NPH, mais aussi 

retrouvées chez des formes infantiles plus sévères (Otto et al., 2008b; Tory et al., 2009). De 

plus, les mutations du gène NPHP17/IFT72 peuvent être associées à la fois à des syndromes 

de Jeune et à des syndromes de Saldino-Mainzer (Halbritter et al., 2013a). De nombreux 

autres cas ont ensuite été étudiés, notamment l'impact de l'hétérogénéité des mutations pour 

des gènes liés à de larges variations phénotypiques, comme NPHP3 et TMEM67. En effet, des 

mutations faux-sens de ces deux gènes conduisent au développement d’une NPH juvénile 

avec une atteinte extra-rénale modérée, tandis que des mutations tronquantes (perte de 

fonction) ont pour conséquence des défauts développementaux sévères de type syndrome 

MKS (Bergmann et al., 2008; Dawe et al., 2007; Olbrich et al., 2003; Otto et al., 2009; Tory et al., 

2009). On peut aussi noter l’exemple de mutations tronquantes de NPHP8/RPGRIP1L, 

entraînant chez les patients des phénotypes de type MKS. En revanche, les patients 

hétérozygotes composites pour ce même gène avec une mutation stop et une mutation faux-

sens exhibent un syndrome de Joubert (Delous et al., 2007). La présence d’un allèle 

hypomorphe (entraînant un produit protéique moins fonctionnel) versus un allèle perte de 

fonction semble donc favoriser un phénotype plus modéré. Cette observation a été faite pour 

d’autres gènes, avec des patients hétérozygotes composites pour une mutation faux-sens 

hypomorphe et une tronquante de NPHP13/WDR19, qui présentent soit une NPH isolée, soit 

un syndrome de Sensenbrenner. Le phénotype est beaucoup plus sévère, avec des patients 

atteints d'un syndrome de Jeune, lorsque la mutation est une faux-sens à l'état homozygote, 

associée à une perte de fonction de la protéine (Bredrup et al., 2011). Un autre exemple à 

considérer est le gène TTC21B, pour lequel deux mutations hétérozygotes composites 

(c.2758-2A>G et p.P209L ou p.C552X et p.P209L) conduisent à une forme précoce de la NPH, 

alors qu’une mutation homozygote p.P209L conduit à une NPH plus tardive. Enfin, une 

mutation d’épissage homozygote (c.2211+3 A>G) du gène TTC21B entraîne chez le patient 
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une IRT à 8 ans associée à une protéinurie, une hypertension artérielle et une fibrose rénale 

tandis que deux mutations hétérozygotes composites, une faux-sens (c.1552 T>C) et une 

duplication associée à un décalage du cadre de lecture (c.1456dupA), entraînent un 

phénotype similaire mais avec une IRT à 1 an et la présence de phalanges courtes et d’un 

situs inversus chez un autre patient (Zhang et al., 2017). Ici, l’explication réside dans la 

fonction ciliaire et non ciliaire de la protéine IFT139. En effet, la mutation d’épissage affecte 

moins la fonction ciliaire de la protéine que sa fonction non ciliaire : le patient ne développe 

pas de situs inversus, ni d’anomalies du développement squelettique et présente une IRT plus 

tardive. De ce fait, il présente un phénotype d’atteinte glomérulaire d’apparition 

généralement tardive, entraînant une protéinurie et une HTA associée à l’atteinte NPH 

(Cong et al., 2014). Il s’agit donc encore une fois d’un exemple de phénotypes plus ou moins 

sévères selon l’impact de la mutation sur la fonction de la protéine.  

Un dernier mécanisme génique, évoqué pour expliquer la variabilité des phénotypes 

cliniques associés aux ciliopathies, serait la charge mutationnelle (Lee and Weatherbee, 2010). 

Elle a été décrite avec la découverte de la mutation p.P209L dans TTC21B à l’état 

hétérozygote associée chez un patient présentant un BBS avec des reins kystiques (Davis et 

al., 2011). Ainsi, il est supposé que, en plus d’être un gène causal, TTC21B pourrait avoir un 

rôle de gène modificateur (Davis et al., 2011). Ce mécanisme, connu sous le nom de « charge 

mutationnelle », suppose que la présence d’une ou de plusieurs mutations hétérozygotes 

additionelles pourrait contribuer à agraver le phénotype associé à une mutation causale, 

pouvant expliquer l'existence de phénotypes différents pour une même mutation génétique 

causale. En effet, dans les cas des ciliopathies récessives, l’effet d’une mutation à l’état 

hétérozygote dans un gène modificateur, ne conduira pas à un phénotype, alors qu’associée 

à une mutation homozygote ou deux hétérozygotes composites, elle aggravera le phénotype. 

Le principal exemple de ce phénomène, dans le cas de la NPH, est l’aggravation des 

phénotypes dus à des mutations bialléliques de NPHP1 lorsqu'elles sont associées à une 

mutation hétérozygote des gènes NPHP6/CEP290 ou AHI1/JBTS3; les phénotypes évoluent 

alors de NPH juvéniles isolées à des syndromes de Joubert, plus sévères, avec atteinte 

neurologique (Tory et al., 2007). De manière similaire à cette corrélation NPHP1/NPHP6, il 

existe un enrichissement de la mutation p.P209L du gène NPHP12/TTC21B à l’état 

hétérozygote au sein d’une large cohorte de patients atteints de ciliopathies, notamment de 

BBS (Davis et al., 2011). Il en est de même pour des mutations hétérozygotes du gène 

NPHP8/RPGRIP1L, notamment la variation p.A229T qui, lorsqu'elle est associée à des 
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mutations homozygotes pour des gènes de la NPH, contribue au phénotype de rétinite 

pigmentaire en addition de l'atteinte rénale. D’autres exemples ont depuis été étudiés et 

peuvent être cités, notamment la présence de mutations hétérozygotes de Ahi1 chez les 

souris Nphp1-/-  et au sein d’une cohorte de patients atteints de NPH qui augmente par plus 

de 7 fois la probabilité d’une dégénérescence rétinienne (Louie et al., 2010). De même, la 

mutation c.14G>T (p.Arg5Leu) perte de fonction de NPHP1 à l’état hétérozygote entraîne un 

accroissement de la sévérité du syndrome BBS (Lindstrand et al., 2014). 

Dès lors, on peut non seulement voir un effet additif des mutations hétérozygotes en 

tant que gènes modificateurs, mais aussi un effet synergique entre deux gènes spécifiques. 

Cependant, une autre étude montre que des mutations homozygotes NPHP1 associées à des 

mutations hétérozygotes de NPHP2/INVS et NPHP3, résultant en des NPH infantiles 

associées à des défauts cardiaques à l’état homozygote, n’aggravent pas le phénotype de 

NPH juvénile isolée (Hoefele et al., 2007). Ceci montre que l’effet modificateur des gènes 

ciliaires serait différent en fonction des gènes associés, suggérant une redondance ou une 

compensation entre certains gènes et une complémentarité pour d’autres (cf Tableau 2: 

Gènes responsables de la NPH et de ses formes syndromiques). 
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Figure 3: Corrélation phénotype/génotype dans les ciliopathies 
Principaux syndromes associés aux ciliopathies et  gènes associés. JBTS : syndrome de Joubert ; MKS : syndrome 

de Meckel ; BBS : syndrome de Bardet-Biedl ; NPH-SLS : néphronophtise et syndrome de Senior-Løken ; les 

ciliopathies squelettiques incluent le syndrome oro-facial-digital ; la dysplasie cranio-ectodermique et les 

dysplasies thoraciques aux côtes courtes. 
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Tableau 2: Gènes responsables de la NPH et de ses formes syndromiques 

Fibrose 

hépatique

Défaut de 

latéralisation

Rétinite 

pigmentaire (SLS)

SNC 

(JBTS-B)

Anomalies osseuses 

(MSS, JATD, SS)

NPHP1 juvénile x x LCA Saunier et al. 1997; F. Hildebrandt et al. 1997

INVS/NPHP2 infantile x x x Edgar A. Otto et al. 2003

NPHP3 infantile / juvénile x x MKS Olbrich et al. 2003

NPHP4 x x x Mollet et al. 2002; Hoefele et al. 2005

IQCB1/NPHP5 x Edgar A. Otto et al. 2005

CEP290/NPHP6 infantile x x LCA / BBS-like /MKS B. Chang et al. 2006

GLIS2/NPHP7 juvénile Attanasio et al. 2007

RPGRIP1L/NPHP8/MKS5 x LCA / MKS Delous et al. 2007; Wolf et al. 2007

NEK8/NPHP9 infantile x Edgar A. Otto et al. 2008

SDCCAG8/NPHP10 x BBS-like Edgar A. Otto et al. 2010

TMEM67/NPHP11 x x BBS-like / MKS E. A. Otto et al. 2009

TTC21B/NPHP12 x x x x FSGS Davis et al. 2011; Huynh Cong et al. 2014

WDR19/NPHP13 x x x x x Bredrup et al. 2011

ZNF423/NPHP14 x x Chaki et al. 2012

CEP164/NPHP15 infantile x x Chaki et al. 2012

ANKS6/NPHP16 infantile x Hoff et al. 2013

IFT172/NPHP17 x x x x BBS Halbritter, Bizet, et al. 2013

CEP83/NPH18 infantile x Failler et al. 2014

DCDC2/NPHP19 x x Schueler et al. 2015 ; Girard et al 2016

TRAF3IP1 / IFT54 x x Bizet et al. 2015

MABKBP1 / NPHP20 juvénile x x Scoliose Macia et al, 2017

IFT140 juvénile x x x Perrault et al, 2012

Gène NPH isolée

NPH syndromique

Autres Références
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II-  Le cil primaire 

 La NPH, ainsi que les autres maladies et syndromes cités (BBS, MKS, JATD, LCA, 

PKD), sont regroupés au sein d’un ensemble d’affections appelées « Ciliopathies », 

littéralement « maladie du cil ». Il existe deux différents types de cil, les cils primaires et les 

cils motiles. Les cils sont de petits organites très conservés au cours de l’évolution, formés de 

microtubules qui polymérisent depuis une ancre centriolaire, connue sous le nom de corps 

basal. Depuis le corps basal, entouré de matériel péri-centriolaire, les cils s’étendent à la 

surface des cellules. 

Au sein des cils motiles, on peut différencier les flagelles, qui permettent la mise en 

mouvement de la cellule ou de l’organisme dans son milieu environnant, comme chez 

Paramecium tetraurelia, Chlamydomonas ou chez les gamètes de la plupart des espèces, et les 

cils motiles impliqués dans le déplacement de fluides biologiques comme la circulation du 

mucus dans les voies respiratoires et du liquide céphalo-rachidien dans le système nerveux 

central. Chez l’Homme, la fécondation de l’ovocyte par le spermatozoïde dépend du 

battement flagellaire du gamète, mâle, mais également du battement des cils motiles de la 

surface des cellules épithéliales des trompes de Fallope. Ces derniers permettent le 

déplacement de l’ovule au sein des trompes grâce à leur rôle de propulsion de fluides 

physiologiques. Cette fonction des cils motiles est également retrouvée à la surface des 

cellules épithéliales des voies respiratoires ou des cellules épendymaires du cerveau afin de 

respectivement évacuer le mucus vers les voies aériennes supérieures et mettre en 

mouvement le liquide céphalorachidien. Par leurs rôles spécifiques, les cils motiles 

entraînent des ciliopathies caractéristiques. Ainsi, le syndrome de Kartagener (Boon et al., 

2013; Escudier et al., 2009) associe un situs inversus à une dyskinésie ciliaire primitive (DCP). 

La DCP, initialement appelée syndrome des cils immobiles, est causée par une altération de 

battements des cils motiles au sein du tractus respiratoire, générant des défauts du transport 

du mucus. Il s’agit donc d’une maladie respiratoire définie par une bronchorrhée chronique 

et des infections récurrentes touchant autant les voies basses (bronchectasies) que les voies 

hautes (sinusites chroniques). 

Le cil primaire quant à lui s’étend à la surface de la plupart des cellules mammifères 

quiescentes pour agir comme une « antenne » cellulaire qui est capable de capter différents 

signaux depuis l’environnement extra-cellulaire, incluant notamment la lumière, des 

molécules chimiques de faibles poids moléculaire, des protéines et les stimuli mécaniques. 
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Bien qu’aujourd’hui reconnu pour l’importance de ses nombreuses fonctions spécifiques et 

dépendantes du type cellulaire, mais généralement considéré comme un acteur majeur de la 

transmission de signaux depuis l’extérieur vers l’intérieur de la cellule, le cil primaire a 

longtemps été négligé.  Il est décrit et étudié pour la première fois en 1968, après avoir été 

observé et dénommé cil vestigial en 1961 (BARNES, 1961; Sorokin, 1968). C’est dans les 

années 2000 que la théorie de la fonction régulatrice du cil primaire, et son rôle de perception 

et transmission du signal pouvant expliquer les phénotypes de ciliopathies, va connaître un 

essor et entraîner son étude plus approfondie (Berbari et al., 2009; Singla and Reiter, 2006). 

L’étude des ciliopathies a permis de comprendre les mécanismes moléculaires impliquant le 

cil primaire, incluant les différentes voies de signalisation, mais également les mécanismes 

de recyclage protéique, de transport intra-ciliaire, de trafic vésiculaire, ou de maturation du 

corps basal. Surtout, il est apparu que les protéines résultantes de gènes de ciliopathies 

s’articulent au sein du cil primaire en différents modules fonctionnels, parmi lesquels on 

retrouve les protéines centriolaires, les protéines des appendices distaux, les protéines de la 

zone de transition (TZ), les protéines du compartiment Inversine (CI) et les protéines du 

transport intra-flagellaire (IFT), permettant ainsi l’organisation structurelle du cil (cf Figure 4: 

Localisation ciliaire des protéines responsables des ciliopathies).  
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Figure 4: Localisation ciliaire des protéines responsables des ciliopathies 
La plupart des protéines ciliaires ont été retrouvées mutées dans différentes ciliopathies. Les gènes en gras 

correspondent aux gènes de la NPH. DAP : appendices distaux, SDAP : appendices sub-distaux 
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II.1. Structure du cil 

Les cils qu’ils soient motiles ou primaires sont composés d’une façon générale d’un 

squelette de 9 doublets de microtubules appelé axonème et qui prend forme à partir d’un 

organite appelé corps basal. Ce corps basal est issu du centrosome et composé de deux 

centrioles pour les cils primaires et de un seul pour certains cils motiles (Chlamydomonas 

reinhardtii) (Brazelton et al., 2001; Perkins et al., 1986; Silflow and Lefebvre, 2001). 

II.1.1. Le corps basal 

Le corps basal du cil primaire est composé de deux centrioles, le centriole père et le 

centriole fils, issus du centrosome (cf Figure 5: Structure du corps basal). Les centrioles, père 

et fils, sont formés à la base de 9 triplets de microtubules polarisés entourant un groupement 

de y-tubuline, puis à la partie distale de 9 doublets de microtubules entourant un 

groupement de centrine (Paoletti et al., 1996) (Bettencourt-Dias and Glover, 2007) (cf Figure 5: 

Structure du corps basal). Ces doublets de microtubules sont formés d’un microtubule A et 

d’un microtubule B, tandis que les triplets sont formés de microtubules A, B et C, construits 

autour du microtubule A qui soutient les deux autres. Les triplets sont édifiés autour d’un 

squelette de 9 filaments, appelé « cartwheel », chacun lié au microtubule central (A) 

(Nakazawa et al., 2007). Les microtubules A et B sont les seuls microtubules capables de se 

prolonger après le squelette filamenteux (Guichard et al., 2010). La distinction centriole 

père/centriole fils se fait par la présence d’appendices distaux (DAP) et subdistaux (SDAP) 

ancrés aux microtubules B (Paintrand et al., 1992). Les DAPet SDAP ont deux fonctions 

distinctes : Les DAP permettent l’ancrage à la membrane tandis que les SDAP permettent le 

recrutement des acteurs de la ciliogenèse, les rendant tous deux indispensables à cette 

dernière. Plus précisément, les SDAP sont situés sous les DAP au niveau du centriole père et 

permettent l’ancrage des microtubules cytoplasmiques au centrosome. Ils sont constitués 

d'ODF2, de centrioline, ϵ-tubuline, EB1, CEP170 et de la nineine, la protéine d’ancrage des 

appendices aux microtubules (Chang et al., 2003; Gromley et al., 2003; Guarguaglini et al., 

2005; Lange and Gull, 1995; Louie et al., 2004; Mogensen et al., 2000; Nakagawa et al., 2001). 

Les DAP sont constitués de plusieurs protéines, CEP89/CEP123, SCLT1, CEP164 et FBF1, qui 

s’assemblent autour de la protéine CEP83. Les protéines CEP83, FBF1 et CEP164 sont les trois 

composantes des appendices distaux, créant la liaison avec la membrane cellulaire via leur 

interaction avec RAB8, IFT54 et IFT20 (cf Figure 5: Structure du corps basal). D'autres 

protéines sont nécessaires à l’élaboration des DAP, telles que OFD1 et C2CD3, deux 

constituants de l’extrémité distale des centrioles qui régulent l’élongation, sans pour autant y 
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être localisées, tout comme ODF2, composant des SDAP (Singla et al., 2010; Tateishi et al., 

2013; Ye et al., 2014). Une fois la ciliogenèse accomplie, les DAP prennent alors le nom de 

fibres de transition. Les fibres de transition jouent un rôle primordial dans le contrôle et la 

sélection des protéines ciliaires, et dans la mise en place de la machinerie nécessaire au 

transport protéique dans le cil, notamment en servant de base pour l’ancrage des protéines 

du transport intra-flagellaire (IFT) aux microtubules (Wei et al., 2013, 2015).  

A l’image des DAP, on retrouve à l’extrémité opposée des centrioles, l’extrémité 

proximale, une structure importante pour l’ancrage du corps basal, les racines ciliaires. Les 

racines ciliaires ont pour rôle principal, au sein des cellules non ciliées, de relier 

physiquement les deux centrioles afin de maintenir l’intégrité du centrosome. De façon 

intéressante, elles ne sont pas nécessaires à la ciliogenèse ni aux fonctions du corps basal. En 

revanche, elles confèrent à la base du cil une grande stabilité, essentielle à leur viabilité à 

long terme, en s’associant aux filaments intermédiaires et au cytosquelette d’actine 

(Lemullois et al., 1987; Yang et al., 2006). Moléculairement, elles sont constituées 

majoritairement de la protéine rootletine, qui par ses domaines coiled-coil forme des 

homodimères permettant la polymérisation en protofilaments des racines cilaires (Yang et al., 

2002). 

Outre son rôle ciliaire, le centrosome est également un acteur majeur de la régulation 

de la division ou de l’orientation lors de la mobilité cellulaire, notamment par sa capacité de 

liaison aux microtubules. Cette omniprésence du centrosome dans de nombreux processus 

cellulaires primordiaux relatifs à la liaison microtubulaire a donné lieu au nom de MTOC 

(centre de nucléation et d'ancrage des microtubules) (Kellogg et al., 1994). 
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Figure 5: Structure du corps basal 
Le corps basal est composé de 2 centrioles perpendiculaires l’un à l’autre et reliés par les racines ciliaires. La 

partie proximale des centrioles est formée de triplets de microtubules tandis que la partie distale ne contient plus 

le microtubule C, et est donc formée de doublets. Ces microtubules sont assemblés autour d’une structure stable 

nommée cartwheel. La centrine est un marqueur spécifique de la partie distale des centrioles tandis que la 

ᵧtubuline marque la partie proximale.  

 

II.1.2. L’axonème 

L’axonème du cil primaire se développe à partir du centriole père du corps basal, 

préalablement ancré à la membrane plasmique. Les microtubules A et B du centriole vont 

alors croître au-delà du squelette du centriole en étendant ainsi la membrane cellulaire. Ces 

microtubules A et B vont s’organiser pour former le cytosquelette du cil sous forme de 

doublets stables disposés en cercle formant une architecture 9+0. Il est intéressant de noter 

que cette organisation demeure la même pour les cils motiles, mais que les microtubules 

périphériques sont organisés autour d’un doublet central formant une architecture 9+2, reliés 

tous ensemble à la base du cil au niveau de la zone de transition (cf La zone de transition (TZ) 

(Gilula and Satir, 1972). Les microtubules de l'axonème sont polarisés et construits à partir 

d’hétérodimères d’alpha et β-tubuline. La base du cil correspond donc à leur extrémité 

négative, apportant au cil sa stabilité et un ancrage solide à la cellule, tandis que c’est par 

l’extrémité positive que la croissance se développe, donnant à cette région son dynamisme 
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puisque rythmée par les catastrophes (Rosenbaum and Child, 1967). Encore une fois, comme 

pour les autres microtubules cellulaires, la tubuline ciliaire est aussi soumise à diverses 

modifications post-traductionnelles telles que l’acétylation (L’Hernault and Rosenbaum, 

1985), la détyrosination (Stephens, 1992), la polyglycation (Xia et al., 2000) ou la 

polyglutamylation (Fouquet et al., 1994; Plessmann and Weber, 1997). L'acétylation des 

microtubules du cil primaire est d'ailleurs utilisée comme marqueur du cil en 

immunofluorescence. Cette architecture de l’axonème forme le squelette du cil primaire, 

autour duquel s’organisent et s’associent, de manière précise et contrôlée des complexes 

protéiques et lipidiques différents du reste de la cellule, permettant la segmentation 

fonctionnelle de l’axonème. On retrouve notamment deux segments prédominants, la zone 

de transition (TZ) faisant lien entre le centriole père et l’axonème, et le compartiment 

inversine (CI) situé juste à la suite de la TZ (cf Figure 7: Structure et fonctionnement du cil 

primaire). 

II.1.2.1. La zone de transition (TZ) 

La TZ est un domaine spécialisé présent à la base de l'axonème, et caractérisé par des 

projections en forme de Y qui relient les microtubules axonémaux à la membrane ciliaire. 

Décrite en 1972 et requise pour la compartimentalisation du cil, la TZ forme une barrière de 

filtration protéique régulant la composition des protéines ciliaires, et est associée aux fibres 

de transition délimitant le compartiment ciliaire du reste de la cellule (Chih et al., 2012; 

Garcia-Gonzalo et al., 2011; Gilula and Satir, 1972; Hu and Nelson, 2011; Hu et al., 2010; Sang 

et al., 2011a). 

La TZ est composée de plusieurs modules protéiques : le module NPHP 

(NPHP1/NPHP4/NPHP8) composé des protéines majoritairement altérées dans la NPH 

isolée, d'abord décrit chez C. elegans puis dans les cils des cellules tubulaires rénales (Arts et 

al., 2007; Delous et al., 2007; Fliegauf et al., 2006; Schermer et al., 2005; Williams et al., 2011; 

Winkelbauer et al., 2005), le module CEP290/NPHP6 et NPHP5 permettant notamment via 

CEP290 de faire le lien avec les autres modules, ce dernier étant retrouvé le long de 

l’axonème, au niveau des fibres de transitions et du corps basal (Hong et al., 2003; Otto et al., 

2005; Sang et al., 2011a; Sayer et al., 2006; Schäfer et al., 2008; Yang et al., 2015) et enfin, le 

module MKS, composé d'une quinzaine de protéines dont les mutations entrainent un 

syndrome de MKS (Chih et al., 2012; Garcia-Gonzalo et al., 2011; Sang et al., 2011a). Le rôle de 

chacune de ces protéines au sein de la TZ de Chlamydomonas reinhardtii a été étudié par 

l’inactivation alternative des différents composants. Il a ainsi été montré qu’en l’absence de 



 

56 | P a g e  
 

protéines de la TZ, la composition protéique ciliaire est altérée, mais aussi que l’ancrage à la 

membrane notamment médié par CEP290 et NPHP4 est défectueux (Awata et al., 2014; 

Craige et al., 2010; Jauregui et al., 2008). Bien que la localisation des modules NPHP et MKS 

ne dépende pas de l’un ou l’autre module (Jensen et al., 2015; Williams et al., 2011), la 

délétion de la protéine MKS5 chez C.Elegans (homologue de NPHP8/RPGRIP1L), induit une 

délocalisation des deux modules au niveau de la TZ, suggérant un rôle structurel de protéine 

d’échafaudage (Huang et al., 2011a; Jensen et al., 2015; Roberson et al., 2015; Williams et al., 

2011). 

Le rôle de la TZ de contrôle de la composition protéique du cil est à double sens, elle 

favorise l’entrée de certaines protéines et en filtre d’autres. Ainsi, en absence du complexe 

MKS, plusieurs protéines membranaires telles que ARL13B, PKD2, GPR161 ou encore 

smoothened (SMO) ne s’accumule pas à la membrane ciliaire (Chih et al., 2012; Dowdle et al., 

2011; Garcia-Gonzalo et al., 2011; Roberson et al., 2015; Sang et al., 2011a; Yee et al., 2015) 

induisant des défauts de signalisation cilaire (cf La voie Hedgehog) (Sang et al., 2011a; 

Williams et al., 2011). De plus, les protéines membranaires des protéines du plasma sont 

également contrôlée, par exemple l’absence de composants du complexe MKS, comme 

TCTN-1 entraine l’entrée inadéquate de protéine normalement exclue du cil chez C.Elegans 

(Williams et al., 2011; Yee et al., 2015). De façon similaire chez les mammifères, la déplétion 

du complexe MKS entraine l’entrée ciliaire de protéine de fusion telle que la GFP-CEACAM1 

normalement exclue du cil (Chih et al., 2012). Bien que le mécanisme de filtration ne soit pas 

totalement expliqué, il semble que le poids moléculaire joue un rôle important dans cette 

dernière puisque les protéines ou le dextran de moins de 70kDa ne sont pas retenus par la 

barrière de filtration à l’entrée du cil (Awata et al., 2014; Breslow et al., 2013; Calvert et al., 

2010; Lin et al., 2013; Najafi et al., 2012). 

Enfin il semble important de noter que pour le contrôle de la composition ciliaire la TZ 

pourrait ne pas agir seule. En effet des études ont montré que chez C.Elegans , les complexes 

NPHP et MKS interagissent génétiquement avec les composant du BBSome (cf La voie 

Hedgehog) suggérant une intéraction fonctionnelle entre les deux complexes pour le contrôle 

de la ciliogenèse, de traffic et de la signalisation ciliaire (Yee et al., 2015). De plus bien que 

parfaitement définit et délimitée dans sa structure et sa fonction, la TZ maintient des 

interactions avec le reste des compartiments ciliaires, notamment le CI. 
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II.1.2.2. Le compartiment Inversine  

Le compartiment inversine (CI) se positionne de façon plus distale par rapport à la TZ, et se 

limite environ à la moitié de l’axonème. Il ne possède pas de projections en forme de Y et 

présente une composition protéique différente de la TZ (Shiba et al., 2009). Son nom lui vient 

de la protéine Inversine/NPHP2/INVS qui y est localisée et définie à elle seule la répartition 

du compartiment et ce indépendamment de la longueur du cil (Morgan et al., 2002; 

Watanabe et al., 2003). Outre NPHP2, le CI est aussi composé de trois autres protéines, 

NPHP3, NEK8/NPHP9 et ANKS6/NPHP16 (Hoff et al., 2013; Sang et al., 2011a; Shiba et al., 

2010). L’INVS est nécessaire à la localisation de ses partenaires NEK8, NPHP3 et ANKS6 au 

CI, et ne nécessite aucune autre protéine pour y être elle-même (Shiba et al., 2010). Cependant, 

l'INVS n’est pas suffisante pour la localisation et l'activation des composants du CI. En effet, 

c'est la liaison d’ANKS6 à la protéine NEK8 qui permet non seulement de localiser ANKS6 

au CI mais aussi d’activer l’activité kinase de NEK8, dont l'un des substrats n'est autre que 

ANKS6 elle même (Czarnecki et al., 2015). Il s’exerce ainsi une relation d’interdépendance 

entre les protéines du CI pour aboutir à un compartiment fonctionnel. Cette relation 

d’interdépendance a été confirmée récemment via l’étude d'un mutant NPHP3, ne pouvant 

plus être adressé au cil par un défaut d’adressage (Nakajima et al., 2018). Bien que ce mutant 

n’impacte pas la localisation ciliaire de NEK8 ou INVS, il altère la phosphorylation d’ANKS6 

(Nakajima et al., 2018), phosphorylation qui permet la transduction d'ANKS6 du cilioplasme 

vers le cytoplasme. Ainsi la balance d’ANKS6 ciliaire et cytoplasmique semble agir comme 

un messager de la signalisation ciliaire faisant le lien entre le cil et le cytoplasme dans la 

régulation de la morphogenèse rénale (Nakajima et al., 2018).  

De façon intéressante, toutes les mutations de gènes codant pour des protéines du CI 

entrainent des phénotypes sévères et relativement similaires avec notamment une NPH 

infantile ou des dysplasies multikystiques sévères accompagnée d'un situs inversus et 

d’anomalies cardiaques voire hépatiques (Bergmann et al., 2008; Grampa et al., 2016; Hoff et 

al., 2013; Olbrich et al., 2003; Taskiran et al., 2014). Bien que les protéines du CI ont été 

fortement étudiées séparément ou en tant que complexe, le rôle exacte du compartiment 

reste assez flou. Cependant, certaines études tendent à montrer un rôle important des 

composants du CI dans le maintien de la signalisation cellulaire induite par le cil, telle que la 

voie calcique via la réglation des polycystines 1/2 (PC1/2). En effet, NEK8 interagit avec la 

protéine PC1 et induit la phosphorylation de la protéine PC2, requise pour la signalisation 
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calcique dépendante du cil (cf La voie Wnt) (Otto et al., 2008a; Sohara et al., 2008). Par ailleurs, 

les souris polykystiques Jck, porteuses d'une mutation homozygote de Nek8, présentent une 

expression accrue de Pkd1/Pkd2 au niveau ARN, entrainant une accumulation des protéines 

PC1 et PC2 au niveau du cil (Sohara et al., 2008). Ces résultats indiquent que NEK8 et 

possiblement le CI contrôlent l’expression et la localisation au cil de GPCRs nécessaires à la 

signalisation ciliaire. 

Le rôle de l'INVS est plus controversé. L'INVS a été rapportée pour interagir avec 

Dishevelled (Dvl) et à la fois activer la voie Wnt PCP (planar Cell Polarity) et inhiber la voie 

Wnt canonique en adressant Dvl au proteasome (Simons et al., 2005). D'autres composants du 

CI, tel que NPHP3, ont également été décrit pour réguler négativement la voie Wnt 

canonique via Dvl (Bergmann et al., 2008). Toujours en termes de signalisation ciliaire, INVS 

interagit avec la forme phosphorylée de la kinase sérine-thréonine AKT au niveau du crops 

basal. AKT est capable de phosphoryler la protéine INVS facilitant alors son interaction et la 

dimérisation d’INVS. L’inhibition de ce mécanisme inhibe la croissance cellulaire et entraine 

des désalignements des fuseaux mitotiques (Suizu et al., 2016). Il est important de noté que la 

localisation extrêmement dynamique de la protéine INVS avec notamment au cil, au corps 

basal, au noyau, aux jonctions cellulaires dans les cellules en interphase ou encore aux pôlex 

du fuseau mitotique en anaphase, ne facilite pas la compréhension de son rôle ciliaire et non 

ciliaire dans les mécanismes cellulaires(Morgan et al., 2002; Nürnberger et al., 2002, 2004). 

Désormais, il apparait que le rôle de l'INVS dans l'échaffaudage du CI soit primordial (à 

l’instar de NPHP4 ou RPGRIP1L pour la TZ). En effet, le phénotype induit par l’absence de 

INVS chez le poisson zèbre serait dû à l’absence de NEK8 au cil. Le sauvetage phénotypique 

des poissons zèbre mutés pour l’INVS par l’injection d’ARNm de NEK8, confirme  le rôle de 

NEK8 en aval de l’INVS (Fukui et al., 2012). Ce rôle structurel de INVS est renforcé par sa 

capacité à interagir avec les protéines des différents modules de la TZ notamment NPHP1 et 

NPHP4 (module NPHP) ainsi que IQCB1/NPHP5 (module CEP290), même si la localisation 

des protéines de la TZ ne semble pas être régulée par l'INVS et vice et versa (Mollet et al., 

2005; Olbrich et al., 2003; Otto et al., 2003; Sang et al., 2011a; Warburton-Pitt et al., 2014; 

Yakulov et al., 2015a). Le dynamisme important dont fait preuve la protéine INVS dont le 

recyclage est très rapide va cependant à l’encontre de ce rôle uniquement structurel laissant 

penser que INVS pourrait avoir un rôle bien plus complexe (Shiba et al., 2009). 
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II.2. La ciliogenèse 

La ciliogenèse, de cil et genèse (formation) correspond à l’étape durant laquelle le cil tel qu’il 

est connu se met en place ; sous entendant de l’ancrage du centriole père à la membrane 

jusqu’à la mise en place du recyclage du cil en passant par l’apport de tous les constituants 

nécessaires à la structure et la fonction du cil via le transport intraflagellaire, le BBSome et 

l’exocytose. 

II.2.1. L’initiation 

L’initiation de la ciliogenèse est la mise en place de tous les acteurs et de toutes les conditions 

nécessaires à l’élongation. L’étape d’initiation correspond à l’ancrage du centriole père à la 

membrane. Deux modèles ont été décrits selon le type cellulaire (cf Figure 6: Biogenèse du cil 

primaire). Dans les cellules non polarisées, telles que les fibroblastes, l’initiation se fait à 

l’intérieur du cytoplasme. Plus précisément, le centrosome et les appendices distaux 

s’associent à une vésicule, dites vésicule ciliaire, elle-même provenant de la fusion de 

plusieurs petites vésicules via les protéines EHD (Epsin15 Homology Domain) et SNARE 

(Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor) (Lu et al., 2015). La 

reconnaissance entre cette vésicule et les appendices distaux est médiée par CEP83, 

potentiellement associée à IFT20 et RAB8 (Follit et al., 2006; Joo et al., 2013; Peränen, 2011). Le 

rôle conjoint de ces trois protéines permet la fusion de la vésicule ciliaire aux appendices 

distaux mais aussi au transport de la vésicule jusqu’à ces derniers. Par la suite, la croissance 

des microtubules à partir du centriole père (cf Le corps basal) pousse la vésicule contre la 

membrane plasmique avec laquelle elle fusionne pour libérer le cil dans le milieu 

extracellulaire (Ghossoub et al., 2011; Sorokin, 1968). C’est cette étape qui crée la poche 

ciliaire, une invagination membranaire, vestige de la vésicule ciliaire et particularité des cils 

des cellules non polarisés (SOROKIN, 1962; Sorokin, 1968). En plus de son rôle dans le trafic 

vésiculaire via son interface avec le cytosquelette d'actine, la poche ciliaire serait impliquée 

dans l’activité endocytaire et l’exocytaire au niveau du cil (Ghossoub et al., 2011). Le 

centrosome restant proche du noyau, que se soit avant ou après la fusion avec la vésicule 

ciliaire, le cil se retrouve en partie “enfoncé dans la cellule” et non à la surface (cf Figure 6: 

Biogenèse du cil primaire). 

Dans les cellules ciliées polarisées, telles que les cellules tubulaires rénales, les cils sont à la 

surface de la cellule. Dans ce modèle il n’existe pas de poche ciliaire, mais un transport du 
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centrosome au plus près de la membrane plasmique, où les appendices distaux fusionnent 

directement avec cette dernière (cf Figure 6: Biogenèse du cil primaire).  

Les protéines des appendices distaux, principalement CEP89, SCLT1, FBF1 et CEP164 sont 

recrutées lors de leur assemblage par CEP83 (Tanos et al., 2013) et jouent un rôle 

indispensable dans l’initiation de la ciliogénèse. Leur rôle précis lors des différentes étapes a 

été étudié et montre une place prépondérante de CEP164 et ODF2, notamment nécessaire à 

l’ancrage à la membrane. Ceci explique que la plupart des gènes codant pour les constituants 

des apendices distaux sont retrouvés mutés dans les ciliopathies. Leur mutations entrainent 

des défauts de ciliogenèse et des phénotypes cliniques sévères avec des NPH infantiles et des 

anomalies cérebrales pour CEP83/NPHP18 (Failler et al., 2014), CEP164/NPHP15 (Chaki et 

al., 2012) et SCLT1 (Adly et al., 2014).  

On notera également l’importance de la protéine CP110, distincte des DAP, considérée 

comme la coiffe du centriole père et qui inhibe par sa présence la polymérisation des 

microtubules (Graser et al., 2007; Oda et al., 2014; Schmidt et al., 2012). La présence ou 

l’absence de CP110 associée à CEP97 au niveau du centriole père, sous le contrôle de la 

protéine KIF24, est un facteur clé de l’initiation de la ciliogenèse. Ce processus, régulé par le 

cycle cellulaire, sera détaillé dans la suite du manuscrit. 

Enfin, et valable pour les 2 modèles, il existe autour des centrioles nombre de protéines 

regroupées sous le nom de matériel péricentriolaire (Tollenaere et al., 2015). Leur fonction 

dans l'initiation et formation du cil a été mis en évidence. C’est le cas entre autre de la 

protéine peri centriolaire-1 (PCM-1). PCM-1 interagit avec CEP290 et en permet la 

localisation aux centrioles et des satellites. Ensemble PCM-1 et CEP290 sont indispensables à 

la localisation au corps basal et au cil de RAB8, elle-même indispensable à la fusion des 

appendices distaux et de la vésicule ciliaire comme déjà évoqué (Kim et al., 2008; Kobayashi 

et al., 2014). 
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Figure 6: Biogenèse du cil primaire 
La voie intraciliaire présente la formation des cils primaires issus de cellules non polarisées (fibroblastes) tandis 

que la voie extraciliaire présente la formation des cils primaires dans les cellules polarisées épithéliales. Ces deux 

voies de biogenèse du cil ont en commun la présence d’une vésicule ciliaire. 

 

II.2.2. Le transport intraflagellaire 

II.2.2.1. Le transport IFT 

Du fait de l’absence de traduction protéique au sein du cil, un transport 

intraflagellaire ou IFT dynamique est nécessaire aussi bien pour l’apport de protéines 

essentielles à l'échafaudage de la structure du cil ainsi que son recyclage, que pour l’apport 

de protéines nécessaires à la fonction du cil notamment à la transduction du signal (Morga 

and Bastin, 2013; Pedersen and Rosenbaum, 2008). Le fait de parler de renouvellement sous-

entend un transport bidirectionnel des protéines au sein du cil. Ainsi le transport 

intraflagellaire comprend un transport de cargos protéiques de la base vers l’extrémité 

distale du cil (transport antérograde) et un transport depuis l'extrémité distale vers la base 

du cil (transport rétrograde). Initialement découvert dans les flagelles de Chlamydomonas 

(Kozminski et al., 1993, 1995), le transport IFT a été longtemps confiné à cet organisme avant 

d’être observé chez C.elegans (Signor et al., 1999), dans le flagelle de Trypanosoma brucei 

(Absalon et al., 2008) et dans les cils primaires des cellules tubulaires rénales de la souris 

(Tran et al., 2008a), démontrant son rôle indispensable conservé au cours de l’évolution. 
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L’IFT est induit par des complexes protéiques, associés à des moteurs moléculaires (kinésine 

et dynéine).  

Ce mécanisme complexe est organisé et hiérarchisé principalement autour de deux 

modules, les IFTA et IFTB (Piperno and Mead, 1997). Ces deux modules sont associés à des 

moteurs moléculaires afin de permettre un transport actif au sein du cil. Ainsi on distingue 

deux moteurs différents, un moteur antérograde de la famille des kinésis-II asssocié au 

complexe IFTB et un moteur rétrograde formé de la dynéine-2 associé au complexe IFTA. Le 

moteur antérograde est en réalité un complexe hétérotrimérique formé de KIF3A et KIF3B, 

les sous unités motrices et de la Kinésine associated Protein (KAP), la sous unité non 

motrices. Il est intéressant de noter que l’absence de la protéine KIF3A chez la souris ou de 

ses orthologues chez la drosophile ou Chlamydomonas entraine systématiquement des 

altérations de l’asssemblage du cil suggérant l’implication des Kinésines-II dans tous les 

systèmes ciliaires (Kozminski et al., 1995; Marszalek et al., 1999; Morris and Scholey, 1997; 

Nonaka et al., 1998; Sarpal et al., 2003; Scholey et al., 2004). Le moteur impliqué dans le 

transport rétrograde, la dynéine 2 est formée de plusieurs sous unités, notamment une 

chaine lourde DHC1b, de deux chaines intermédiaires WDR34 et WDR60 et de deux chaines 

légères TCTEX-1 et TCTEX1D2 (Asante et al., 2014; Huangfu and Anderson, 2005; Huber et al., 

2013; May et al., 2005; McInerney-Leo et al., 2013; Palmer et al., 2011). L’invalidation chez les 

mammifères de la chaine lourde de la dynéine 2 entraine un élargissement de la partie 

distale du cil du à l’accumulation de matériel (Huangfu and Anderson, 2005). De façon 

similaire l’invalidation des deux chaînes légères entraine un allongement des cils (Asante et 

al., 2014 ; Palmer et al., 2011). 

Le complexe IFTB, composé de 16 protéines, IFT20, IFT22, IFT25, IFT27, IFT38, IFT46, 

IFT52, IFT54, IFT56, IFT57, IFT70, IFT74, IFT80, IFT81, IFT88 et IFT172  permet en association 

avec  la kinésine-II le transport anterograde (Kozminski et al., 1995; Marszalek et al., 1999; 

Morris and Scholey, 1997; Nonaka et al., 1998; Sarpal et al., 2003; Scholey et al., 2004) quand Le 

complexe IFTA lui est composé de 6 protéines, IFT43, IFT121, IFT122, IFT139, IFT140 et 

IFT144 et associé à la dynéine 2 permet le transport retrograde (Pedersen and Rosenbaum, 

2008; Taschner and Lorentzen, 2016). Logiquement les deux complexes sont interdépendants, 

le complexe IFTB permet l’entrée du complexe IFTA au sein du cil pendant que ce dernier 

permet le recyclage du complexe IFTB de l’extrémité apicale du cil vers le cytoplasme 

(Absalon et al., 2008; Efimenko et al., 2006; Iomini et al., 2001, 2009; Tran et al., 2008a; Tsao and 

Gorovsky, 2008). Il se par ces transports un équilibre entre l’entrée et la sortie, entre 
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assemblage  des microtubules par apport de tubuline et désassemblage des microtubules de 

façon active (Marshall and Rosenbaum, 2001; Song and Dentler, 2001; Stephens, 1997). Ainsi, 

quand l’inactivation du complexe IFTB entraine des cils plus court voire la perte totale de 

ciliogénèse, l’inactivation du complexe IFTA entraine une accumulation de matériel à 

l’extrémité apical du cil lui conférant une extrémité ciliaire en forme de “cuillère” dénommé 

en anglais “spoon shape” (Brazelton et al., 2001; Deane et al., 2001; Follit et al., 2006; Fujiwara 

et al., 1999; Haycraft et al., 2003; Huangfu et al., 2003; Pazour et al., 2000; Qin et al., 2007). 

Il a de plus été retrouvé plusieurs mutations dans les gènes codant des composants 

du complexe IFTA causant des ciliopathies principalement avec anomalies du squelette 

comme des syndromes de Sensenbrenner et de Jeune, mais également des NPH isolées 

(IFT144). De façon intéressante, des  mutations humaines ont été rapportées dans seulement 

6 des 14 gènes codants des composants du complexe IFTB (IFT27, IFT52, IFT80, IFT81 IFT172 

et IFT54) suggérant un effet sévère des mutations IFTB, non compatible avec la vie, du fait de 

l’absence totale de formation de cils. (Arts et al., 2011; Beales et al., 2007; Bizet et al., 2015; 

Cong et al., 2014; Duran et al., 2017; Halbritter et al., 2013a; Perrault et al., 2012; Walczak-

Sztulpa et al., 2010). 

Enfin, on notera au niveau du corps basal, la présence d’un complexe protéique, 

CPLANE (Ciliogenesis et Planar polarity Effectors) récemment été caractérisé et formé par 

FUZ, RSG1 et les trois protéines OFD, INTU, WDPCP et C5orf42, a. C5orf42 est l’ancre de ce 

complexe et régule la hierarchie des composants de CPLANE. Le complexe CPLANE 

interagit avec le complexe IFT-A et a été montré déterminant pour le recrutement des 

protéines périphériques des IFT-A (IFT144, IFT43, IFT121 et IFT139) et leur pré-assemblage 

cytosolique. De façon intéressante, l’inhibition de CPLANE affecte le transport 

intraflagellaire et induit un raccourcissement des cils. Les mutations des gènes de CPLANE 

provoquent l’apparition de syndromes oraux-faciaux-digitaux (Bruel et al., 2017; Toriyama et 

al., 2016). 

II.2.2.2. Le BBsome 

Plusieurs protéines d’un même complexe et pouvant participer au transport 

intraflagellaire ont été identifié comme intéragisant avec les protéines de l’IFT, les protéines 

du BBSome dont gènes sont mutés dans le syndrome de Bardet-Bield (Ansley et al., 2003; 

Blacque et al., 2004; Mykytyn et al., 2004). Ce complexe est formé d’un cœur de 3 protéines 

BBS, BBS2, BBS7, BBS9 stabilisé par la liaison à BBS7 de 3 sous unités, BBS6, BBS10 et BBS12. 
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Autour s’ajoute les protéines BBS1, BBS4, BBS5 et BBS8 (Nachury et al., 2007; Zhang et al., 

2012b). A ce complexe central s’ajoute d’autres acteurs comme BBIP10 recruté par BBS4 pour 

acétyler les microtubules ciliaires ou aussi BBS3 (GTPase ARL6) acteur principal du BBSome 

pour son interaction à la membrane ciliaire permettant l’entrée du BBSome au cil mais aussi 

son interaction avec les cargos ciliaire (Jin et al., 2010; Mourão et al., 2014). 

De façon intéressante, l’altération du BBSome ou de la fonction de la GTPase ARL6 

entraine la perte de localisation ciliaire des GPCRs (Recepteurs couplés aux protéines G) 

Somatostatin Receptor 3 (SSTR3) et Melanocortin Concentrating Hormone Receptor 1 

(MCHR1) (10 29 30). De façon similaire, l’inactivation du BBSome conduit également à une 

diminution de la localisation ciliaire des protéines Polycystine-1 (PC1) et Smoothened (Smo) 

(Klink et al., 2017; Seo et al., 2011; Su et al., 2014). La découverte par Jin et al., 2010 de 

l’interaction directe entre le BBSome et SSTR3 a permis de faire le premier lien entre le 

BBSome et l’import ciliaire de protéines. De façon surprenante, l’accumulation de Smo dans 

les cellules non stimulées par un agoniste de la voie a été démontrée dans les cellules 

déplétées pour la dynéine-2 mais également pour le BBSome ou ARL6, suggérant également 

un rôle du BBSome dans le recyclage des protéines à partir du cil (Liew et al., 2014; Ocbina 

and Anderson, 2008; Zhang et al., 2011). Ainsi, en plus d’être nécessaire à l’import de 

protéine dans le cil, le BBSome est nécessaire à la sortie de protéines depuis le cilioplasme. 

C’est le cas des protéines DRD1, SSTR3, GPR161 et du récepteur de la voie Hedgehog 

Patched 1 (Domire et al., 2011; Liew et al., 2014; Nager et al., 2017; Ye et al., 2018; Yee et al., 

2015; Zhang et al., 2012b). 

Enfin, un nouveau modèle de sortie des protéines ciliaires du cil impliquant le 

BBSome a émergé. En effet, l’imagerie en temps réelle a démontré que les GPCRs activées qui 

ne sont pas sortis du cil primaire par le BBSome sont pris en charge par une machinerie qui 

vise à les exclure du cil après avoir été pris en charge par des vésicules extracellulaire se 

formant/s’invagineant à la pointe du cil. Ce processus est connu sous le nom d’exocytose 

(Nager et al., 2017), est permis par . Bien que l’exocytose soit un processus régulé et que 

l’encapsidation des récepteurs par les vésicules soit spécifiques, les protéines de la 

membrane ciliaire qui ne sont pas des recepteurs sont elles aussi impliquées entrainant des 

pertes non spécifiques de protéines ciliaires. Ainsi on peut imaginer que les défauts de 

localisation ciliaire de récepteurs chez les mutants du BBSome puissent être dus à une 

exocytose accrue plutôt qu’à un défaut d’import. 
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Le premier lien entre le syndrome de Bardet-Biedl et des défauts de cil primaires a été 

fait suite à  l’identification de mutations dans le gène BBS8 (Ansley et al., 2003). Depuis 22 

gènes ont été identifiés responsables de la pathologie dont les mutations entrainent des 

phénotypes au spectre étroit suggérant l’implication dans la même voie de signalisation, 

regroupant cependant une large gamme de manisfestations cliniques: atteinte oculaire, 

polydactilie,  atteinte rénale, obésité, hypoganodisme ect..(Weihbrecht et al., 2017). 

 

Figure 7: Structure et fonctionnement du cil primaire 
Le cil primaire est composé de 3 principaux segments, la zone de transition (bleue), le compartiment Inversine 

(rouge) et l’axonème (gris). Le cil primaire s’assemble autour de 9 doublets de microtubules périphériques et sans 

doublet centraux (9+0) comme le montre les sections du schéma. Le microtubules sont reliés à la membrane 

ciliaire au niveau de la zone de transition par des fibres en Y formant une barrière selective (bordeaux). Le 

transport de cargo au sein de l’axonème est réalisé par les particules IFT utilisant le moteur kinésine II de façon 

entérograde et le moteur dynéine 2 de façon rétrograde. 

 

II.2.3. La régulation 

La formation et la résorption du cil, que ce soit en condition physiologique, 

pathologique ou en réponse à un stress démontre une fois encore le dynamisme et 

l’importance de cet organel. Ainsi pour pouvoir répondre à ces conditions, toute la 

machinerie, de transport, mais aussi de construction du cil nécessite une fine régulation 

temporelle et spatiale. De ce fait, le cil primaire se développe uniquement dans les cellules 

quiescentes en phase G0 du cycle cellulaire, indiquant un lien entre cil primaire et cycle 

cellulaire. Ce lien est particulièrement compréhensible lorsque l’on sait que le corps basal, ou 

centrosome, est nécessaire à l’ancrage du cil et donc à la ciliogénèse (cf L’initiation), est aussi 
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indispensable à l’établissement du fuseau mitotique durant la division cellulaire (Pan and 

Snell, 2007). Plus que le cycle cellulaire, 3 autres processus cellulaires ont recemment été mis 

en avant dans la régulation de la ciliogenèse : l’influence du cytosquelette d’actine, 

l’homéostasie protéique et enfin la réponse aux signaux environnementaux via le cil. 

II.2.3.1. Cycle cellulaire et cil 

Le cil primaire est présent durant les phases G0 et G1 précoce, pour être ensuite 

désassemblé durant la phase G1/S ou résorbé durant la phase G2/M.  

Tout d’abord, le cycle cellulaire et la division cellulaire correspond aussi à 

l’amplification du centrosome et sa division. Le centriole père s’ancre à la membrane pour 

former un cil primaire, en phase G0, tandis que le centriole fils bien que toujours lié au 

centriole père est immature. Lors de la duplication de l’ADN, en phase S/G2, les centrioles 

père et fils se dupliquent donnant lieu à un nouveau centriole fils pour former deux 

centrosomes. Juste avant la mitose, phase M, le cil est résorbé et les deux centrosomes 

deviennent chacun un MTOC (Ke and Yang, 2014). Ces deux centrosomes se positionnent à 

chaque extrémité du fuseau mitotique durant la mitose et sont séparés pour donner à chaque 

cellule fille un centrosome avec deux centrioles. Chaque cellule fille peut alors entrer en 

phase G0/G1 et utilise son centriole père pour former un nouveau cil. L’élongation et la 

résorption du cil doivent être finement régulées pour être synchrone avec le cycle cellulaire, 

et vice versa. L’analogie entre la régulation des centrioles/centrosome et la régulation du 

nombre de chromosomes dans la cellule peut être faite. En effet, le cycle cellulaire 

correspond avant tout à la duplication et à la division du matériel génétique entre deux 

cellules filles, il en est de même pour les centrosomes. A l’image des aberrations 

chromosomiques aux conséquences sévères au niveau cellulaire et de l’organisme, des 

défauts de duplication du centrosome conduisent à des ciliopathies comme cela peut être le 

cas pour les mutations MKS1 et MKS3 (Peel et al., 2007; Tammachote et al., 2009). Au niveau 

cellulaire, les défauts de duplication de centrosomes se traduisent par la formation soit 

d’anomalies du fuseau mitotique pouvant entrainer la formation de cellules aneuploïdes, soit 

par la présence de plusieurs centrosomes dans une cellule fille conduisant à l’élongation de 

plusieurs cils, conduisant à des anomalies de signalisation cellulaire et de transmission du 

signal et une incapacité de la cellule à répondre à son environnement. (Mahjoub and Stearns, 

2012). 



 

67 | P a g e  
 

Il existe une interdépendance entre cil et cycle cellulaire. Le désassemblage du cil 

nécessaire à la duplication centrosomale est contrôlé par des protéines impliquées dans le 

cycle cellulaire. Une famille de protéine est particulièrement impliquée dans ce processus, les 

NIMA (Never in Mitosis A). Cette famille de 11 protéines, NEK1 à NEK11 possède plusieurs 

membres déjà étudiés pour leur rôle dans le cycle cellulaire, notamment NEK2, NEK6, NEK7 

et NEK9 qui contribuent à l’établissement du fuseau mitotique et à la stabilité des 

microtubules mitotiques tandis que NEK1, NEK10 et NEK11 sont impliquées dans la réponse 

aux dommages liés à l’ADN (Du et al., 2008; Moniz and Stambolic, 2011; O’Connell et al., 

2003; O’regan et al., 2007; Park and Rhee, 2013; Quarmby and Mahjoub, 2005). Mais 

l’exemple le plus clair est celui de la protéine NEK8, impliquée dans le cycle cellulaire. Elle 

est localisée au CI (cf Le compartiment Inversine ), et incarne la liaison ciliogénèse/cycle 

cellulaire. La protéine NEK8 joue un rôle clé dans la voie de signalisation Hippo (cf La voie 

Hippo) qui consiste en une cascade de phosphorylation réprimant la transcription de gènes 

favorisant la prolifération et la survie (Edgar, 2006; Justice et al., 1995; Pan, 2007; Xu et al., 

1995). La protéine NEK8 a pour rôle de stabiliser YAP et TAZ, deux co-activateurs 

transcriptionnels,dans le noyau, augmentant ainsi la prolifération cellulaire (Habbig et al., 

2011a). Les mutations ou la perte de NEK8 entrainent des ciliopathies sévères et des défauts 

ciliaires au niveau des cellules rénales (Grampa et al., 2016; Smith et al., 2006; Sohara et al., 

2008). NEK1 est aussi un exemple de protéine impliquée dans le cycle cellulaire, régulant la 

ciliogénèse, mais semble opposé à l’effet de NEK8 (Thiel et al., 2011; White and Quarmby, 

2008). Enfin la dernière NIMA que l’on évoquera ici est la protéine NEK2. NEK2 est 

impliquée dans le désassemblage du cil. Pour se faire, NEK2 active par phosphorylation sa 

cible, KIF24, qui est ensuite dans la mesure de stabiliser la protéine CP110 à l’extrémité 

apicale du centriole père (cf Le corps basal). De ce fait, l’inhibition de KIF24 (ou de NEK2) va 

entrainer une déstabilisation de CP110 et donc une ciliogénèse aberrante, y compris dans les 

cellules en cycle (Izawa et al., 2015). Inversement, une surexpression de KIF24 va inhiber 

toute ciliogénèse  en maintenant CP110 aux centrioles (Kim et al., 2015b; Li et al., 2013). NEK2 

et CP110 sont liées au cycle cellulaire, par leur niveau d’expression. Il a en effet été démontré 

que le niveau d’expression de NEK2 est régulé tout au long du cycle cellulaire, avec un faible 

niveau d’expression durant les phases G0/G1, et une augmentation progressive jusqu’à la 

phase G2 où elle atteint un fort niveau d’expression pour inhiber la ciliogénèse (Schultz et al., 

1994). Il en est de même pour la protéine CP110 qui est la cible du miRNA (cf Voie des 

miARNs.) miR-129-3p et d’une phosphorylation par une cycline CDK2 l’inactivant lors des 

phases G2/M et G0/G1, permettant une faible expression protéique et donc une ciliogénèse 
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normale (Tsang and Dynlacht, 2013) (cf Figure 8: Régulation de la ciliogenèse par le cycle 

cellulaire). 

Enfin, outre la famille des NIMA, des protéines impliquées dans la stabilité 

microtubulaire participent à la régulation du cycle cellulaire et la ciliogénèse. C’est 

notamment le cas de la protéine kinase Aurora A, retrouvée au centrosome, et connue pour 

son activité de régulation de l’entrée en mitose via l’activation de la cycline B1-Cdk1. HEF1 

(Enhancer of Filamentation 1), connue pour son rôle dans le désassemblage du cil, active 

Aurora A (Pugacheva et al., 2007). par phosphorylation ce qui entrain l’activation de l’histone 

désacétylase HDAC6 provoquant la désacétylation des microtubules et ainsila résorption du 

cil (Pugacheva et al., 2007) (cf Figure 8: Régulation de la ciliogenèse par le cycle cellulaire). 

S’il existe une régulation de la ciliogénèse par le cycle cellulaire, la réciproque est 

vraie. En effet, certaines voies de signalisation ciliaires influencent la régulation du cycle 

cellulaire. Le premier exemple est celui de PKD1 et PKD2 (codant PC1 et PC2) comme gènes 

suppresseurs de tumeur (régulateur négatif de la prolifération cellulaire). En effet, par leur 

effet sur l’activation de p21, PC1 et PC2 inhibent la translocation nucléaire du facteur de 

transcription ID2 et par conséquent la prolifération cellulaire. La surexpression de PC1 et 

PC2 aura alors pour effet le blocage de la cellule en phase G0/G1 (Irigoín and Badano, 2011). 

Plusieurs autres exemples sont aussi rapportés dans la littérature comme celui de IFT88 

capable d’activer le suppresseur de tumeur Rb qui bloque le cycle cellulaire en phase G1 et 

donc inhibe la prolifération (Robert et al., 2007). A l’inverse NDE1 (nuclear distribution gene 

E homologue 1), protéine retrouvée au centrosome, semble favoriser l’entrée en cycle et la 

transition G1/S (Kim et al., 2011). De façon intéressante, l’inactivation de NDE1 augmente le 

temps de passage en phase S et la longueur des cils. De plus, l’inactivation simultanée de 

NDE1 et d’IFT88 restaure le phénotype induit par l’inactivation de NDE1. Il semble donc y 

avoir une compétition entre les acteurs favorisant le cycle cellulaire et ceux favorisant la 

ciliogénèse, une interdépendance tendant vers un équilibre finement régulé.  
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Figure 8: Régulation de la ciliogenèse par le cycle cellulaire 
La taille des cils au cours du cycle cellulaire est remarquable par les microtubules (cylindres gris) liés à la 

membrane ciliaire (ligne rouge). Le centriole père est indiqué par un cylindre gris à la base du cil. La tubuline 

acétylée stable est indiquée en phase G0 par les groupes acétylés (orange). Les actions de phosphorylation de 

AURKA et NEK2 sont représentées par le transfert d’un groupe phosphate indiqué par un P (bleu). 

 

II.2.3.2. Cytosquelette et cil 

Le cytosquelette d’actine exerce une fonction inhibitrice sur la formation du cil et ce, 

selon au moins 3 différents mécanismes : l’inhibition du traffic vésiculaire, le contrôle de 

l’ancrage du corps basal, et la régulation de la polarité apico-basale. 

D’abord, le cytosquelette d’actine agit comme une barrière mécanique au mouvement 

vésiculaire comme le montre l’accumulation de vésicule contenant la protéine SMO au corps 

basal lors du désassemblage du cytosquelette d’actine (Cao et al., 2012; Kim et al., 2010b, 

2015a). Ainsi le cytosquelette d’actine pourrait bloquer le traffic vésiculaire nécessaire à 

l’activation de l’élongation ciliaire. Il semble également que la polymérisation des filaments 

d’actine entraine un désassemblage du cil par l’activation de la voie YAP/TAZ activant elle-
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même les protéines Aurora A et HDAC6 précédemment montré comme régulateur négatif 

de la ciliogenèse (Kim et al., 2014; Zhang et al., 2008). 

Ensuite, le centrosome à recemment été démontré comme étant un organisateur du 

cytosquelette d’actine suggérant ainsi que le cytosquelette d’actine puisse avoir une 

influence sur l’ancrage du corps basal et donc sur la ciliogenèse (Farina et al., 2016). 

Le troisième mécanisme est celui de la régulation de la polarité apicobasale. En effet, 

le cil primaire est présent dans pratiquement toutes les cellules qui présentent une 

organisation avec une polarité apico-basale. C’est cette membrane apicale qui est en relation 

avec la lumière des tubes et autres cavités et donc sujette aux stimuli extérieurs. Bien que le 

mécanisme par lequel le corps basal reconnait la polarité reste inexpliqué, il semble qu’elle 

implique le remodelage du cytosquelette d’actine environnant notamment par la voie des 

RhoGTPases (Fan et al., 2004; Omori and Malicki, 2006; Park et al., 2008; Yasunaga et al., 

2015). Cependant cette dernière régulation est pour l’instant connue uniquement dans les 

cellules multoiciliées et reste à démontrer pour le cil primaire. 

Enfin, de façon intéressante, la chaine légère de la dynéine-2, TCTEX-1, impliquée 

dans le transport rétrograde, active la polymérisation de l’actine suggérant une relation 

d’interdépendance entre cil et cytosquelette d’actine (Hernandez-Hernandez et al., 2013; Li et 

al., 2011). D’autres protéines ciliaires notamment des IFT et des NPHP comme NPHP1 

réglent également le cytosquelette d’actine. 

II.2.3.3. Homéostasie protéique et cil 

La viabilité de la cellule dépend de la présence de protéines fonctionnelles dans des 

quantités appropriées, un étroit équilibre entre la synthèse des protéines et les voies de 

dégradation. Il existe maintenant des preuves que le cil primaire joue un rôle dans la 

régulation de l'homéostasie protéique en influençant plusieurs mécanismes clés de 

maintenance des protéines, dont le système ubiquitine-protéasome (UPS), l'autophagie et la 

signalisation mTOR. De façon intéressante, la réciproque est également vraie et l’autophagie 

et le système UPS régule le cil primaire en régulant notamment la dégradation des protéines 

ciliaires. 

L'importance de la dégradation du protéasome dans la ciliogenèse est apparue pour 

la première fois d'après des études sur Chlamydomonas. En effet, pendant le désassemblage 

des flagelles, l'ubiquitination des protéines flagellaires augmente et les protéines 
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désassemblées telles que l'α-tubuline et PC2 sont marquées à l'ubiquitine puis transportées 

vers le cytoplasme (Ub) (Huang et al., 2009). Une étude a démontré que la dégradation 

protéosomale affecte la stabilité des protéines (par exemple, β-caténine, JAG1, GLI2, GLI3 et 

SUFU) impliquées dans plusieurs voies de signalisation liées aux cils, notamment Wnt, 

Notch et Shh (Liu et al., 2014). Il a également été montré que les protéines du cil et du corps 

basal BBS4 et OFD1, interagissent et colocalisent avec les composants du protéasome à la 

base des cils. De plus, l'inhibition de la fonction du protéasome augmente de façon 

significative la longueur des cils. Enfin, plusieurs protéines du protéasome sont trouvées 

dans les cils, et RPGRIP1L se lie à la sous-unité régulatrice du protéasome Psmd2 (Gerhardt 

et al., 2015).  

L'autophagie est une autre voie qui a récemment été étudiée pour son implication 

dans la ciliogenèse. En général, elle intervient dans la dégradation non sélective des 

protéines et organites tels que les mitochondries, les ribosomes et les peroxysomes pour 

fournir des acides aminés en réponse à des conditions de stress telles que la privation de 

nutriments (He and Klionsky, 2009; Khaminets et al., 2016; Nakatogawa et al., 2009). De 

récentes études démontrent que l'autophagie peut être sélective. Dans le contexte de la 

ciliogenèse, LC3 (analogue de Ub pour l’autophagie) interagit avec un groupe de protéines 

satellites centriolaires, notamment PCM1, CEP131 et OFD1 (Tang et al., 2013). De façon 

intéressante, OFD1 est exclue des satellites centriolaires lors de la privation de sérum au 

début de la ciliogenèse. Chez les mutants de l'autophagie, tels que ATG5, la dégradation 

d’OFD1 est altérée et la ciliogenèse inhibée. Ces observations suggèrent que l'autophagie 

d’OFD1 est une étape primordiale dans la formation des cils. 

Le complexe mTOR (cible mammalienne de la rapamycine) 1 (TORC1) est une kinase 

qui relie la disponibilité des acides aminés à la croissance cellulaire. En effet, mTORC1 est 

également un régulateur positif de la ciliogenèse dans les cellules de mammifères (Jin et al., 

2015) et chez le poisson zèbre et Chlamydomonas grâce à son rôle dans la synthèse des 

protéique (Yuan et al., 2012). En outre, TSC1, composant du complexe TSC1/2  et régulateur 

négativement la voie mTOR, est localisé au corps basal, et sa perte ou celle deTSC2 augmente 

la ciliogenèse (Armour et al., 2012; Hartman et al., 2009; Yuan et al., 2012). Bien que cela n'ait 

pas été étudié à ce jour, la voie mTOR pourrait également améliorer la maintenance des cils 

en réduisant l'autophagie basale. 
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II.2.3.4. Adaptation ciliaire aux signaux environnementaux 

De façon surprenante, le cil primaire possède la capacité d’ajuster sa morphologie en 

réponse aux conditions environnementales. L'élargissement du cil pour améliorer sa capacité 

de détection de signal ou, inversement, la résorption pour diminuer sa réactivité aux signaux, 

a un sens intuitif en tant que mécanisme d'adaptation du signal sensoriel. En effet, les cils 

semblent agir comme une antenne qui se contrôle elle même, et modifie sa taille et sa forme 

en fonction de la puissance des signaux qu'elle détecte. Par exemple, les cils des neurones 

olfactifs de C. elegans passent d’une morphologie en forme de doigt à celle d'un éventail en 

l'absence de stimuli particuliers, permettant ainsi d’améliorer la réceptivité olfactive 

(Mukhopadhyay et al., 2008). De plus, en réponse à l'écoulement de fluides, un mécanisme 

similaire conduit à une réduction de la longueur des cils, diminuant ainsi la sensibilité des 

cils aux stimuli mécaniques (Besschetnova et al., 2010). Les changements de forme des cils 

contrecarrent donc les fluctuations de l'intensité du signal, adaptant les structures 

sensorielles à la force des stimuli. Dans d'autres contextes, tels que la signalisation de la 

leptine ou de la prostaglandine, la présence du signal augmente la ciliogenèse, créant alors 

potentiellement une boucle de rétrocontrole positif (Jin et al., 2014a; Kang et al., 2015). 

De façon intéressante, on peut relier cette capacité à adapter sa morphologie du cil 

aux mutations affectant la taille des cils. En effet dans de nombreux modèles (AC3, IFT54, 

IFT172) les mutations entrainent dans les cellules une augmentation de la taille des cils 

couplée à une absence de recepteurs ciliaires. On peut alors penser que l’agrandissement de 

ces cils serait un mécanisme compensatoire afin de tenter de palier au manque de sensation 

du cil du fait de l’absence des recepteurs. 

II.2.3.5. Les facteurs de transcriptions régulant le cil primaire 

La régulation via le cycle cellulaire requiert une régulation génique spécifique dans le 

temps et l’espace afin d’exprimer ou réprimer les gènes clés de la ciliogénèse. Ainsi deux 

familles de facteurs transcriptions spécifiquement impliqués dans les gènes ciliaires ont été à 

ce jour identifiés, il s’agit des facteurs de la famille RFX (Regulatory Factor X), et du facteur 

Foxj1 (Choksi et al., 2014; Swoboda et al., 2000; Vieillard et al., 2014; Vij et al., 2012). 

Foxj-1 (Forkhead box J1) est un facteur de transcription de type forkhead/winged-

helix qui contrôlel’expression de gènes ciliaires et par conséquent de la ciliogénèse. Foxj-1 est 

connu pour son rôle dans la modulation de la formation des cils motiles chez les vertébrés 

(souris, poisson zèbre et xénope) (Blatt et al., 1999; Brody et al., 2000; Hackett et al., 1995; Yu et 
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al., 2009a). Bien que ses gènes cibles sont principalement des gènes impliqués dans la motilité 

ciliaire, comme dnah9, tektin1 et efhc1 (Hellman et al., 2010), il existe tout de même plusieurs 

lien entre foxj-1 et le cil primaire. En effet, Foxj-1 est principalement exprimé dans des tissus 

pourvus de cils motiles et son invalidation n’entraine pas de défaut structurel du cil primaire. 

Cependant, la surexpression de Fox-j1dans des tissus pourvus de cil primaire entraine des 

défauts de structure de ces cils. (Brody et al., 2000; Campbell et al., 2016; Chien et al., 2018; 

Choksi et al., 2014; Stubbs et al., 2008; Yu et al., 2008). L’expression de Foxj-1 comme celle de 

RFX, est soumise à plusieurs voies de signalisations dépendantes du cil primaire dont Shh, 

FGF, WNT-PCP, NOTCH et NOTO (Notochord homeobox) (cf La voie Hedgehog) (Beckers 

et al., 2007; Cruz et al., 2010; Neugebauer et al., 2009; Walentek et al., 2012; Yu et al., 2008). 

Enfin, Foxj-1 régule aussi l’activité de protéines impliquées dans le réarrangement du 

cytosquelette d’actine telle que RhoA, Ezrine ou encore ERK7 qui sont notamment nécessaire 

à l’ancrage apical du corps basal (cf Cytosquelette et cil) et donc indispensable à la 

ciliogénèse (Pan et al., 2007). 

La deuxième famille identifiée est la famille des facteurs RFX, pour leur implication 

dans le contrôle de gène ciliaires chez C.elegans. La famille RFX est une famille de 7 membres 

étudiés pour leur domaine de liaison à l’ADN  (Durand et al., 1994; Emery et al., 1996a, 1996b; 

Reith et al., 1990, 1994). Ce domaine, de type winged-helix, leur permet de se lier à une 

région spécifique du promoteur de leur gène cible, la boîte X et ainsi d’en réguler 

l’expression (Gajiwala et al., 2000). La famille peut être divisée en 2 sous-groupes : RFX1-4 et 

RFX6 capables de se dimériser, et RFX5 et RFX7 incapables de le faire. De façon intéressante, 

seule les protéines RFX capables de se dimériser ont été identifiées comme régulatrices de 

protéines ciliaires. L’étude de la régulation de l’expression des gènes ciliaires chez C.elegans a 

permis de montrer le rôle principal du facteur daf-19, orthologue de RFX1 (Swoboda et al., 

2000). RFX1 est impliqué dans la régulation de nombreux gènes ciliaires codant des protéines 

des différents compartiment du cil notamment de nombreuses IFTB, le complexe BBS ou 

encore la rootlétine (protéine nécessaire à la cohésion des centrioles du corps basal 

(Laurençon et al., 2007) et des protéines de la TZ telles que NPHP1 et NPHP4 (Winkelbauer 

et al., 2005). Un autre facteur de la famille RFX, RFX3, a été mis en avant pour son rôle dans la 

régulation transcriptionnelle de gènes des dynéines, notamment de Dync2li1 (la chaine 

légère de la dynéine), des dynéines axonémales Dnahc11 et Dnahc9 (la chaine lourde de la 

dynéine) ainsi que plusieurs gènes connus pour leur implication dans les dyskinésies du cil 

primaire (PCD) chez l’humain, comme BBS4 (El Zein et al., 2009). L’inactivation de RFX3 chez 
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la souris induit un phénotype de ciliopathie, notamment, des anomalies de latéralisation 

droite gauche et une hydrocéphalie dues au rôle prédominant de RFX3 dans la régulation de 

la croissance du cil primaire notamment au niveau du nœud embryonnaire et du pancréas 

murin (Ait-Lounis et al., 2007; Baas et al., 2006; Bonnafe et al., 2004). De façon intéressante, 

RFX3 est également un co-activateur de Foxj-1. En effet, RFX3 est capable de se fixer au 

promoteur du gène Foxj-1 (et activer l’expression de ce derrnier), démontrant une 

interdépendance RFX3 et Foxj-1 dans l’induction de promoteur de gènes ciliaires (Didon et 

al., 2013). 

Outre les facteurs de régulations communs aux cils motiles et aux cils primaires, tels 

que Foxj-1 et RFX3, le rôle es facteurs spécifiques à chacun est à ajouter (El Zein et al., 2009; 

Stubbs et al., 2008; Yu et al., 2008). Ainsi la formation spécifique d’un type de cil peut faire 

appel à des facteurs de transcritpions dit accessoires. Chez C.Elegans il a donc été démontré 

que les gènes requis pourl’assemblage des cils possèdent en plus du motif de liaison aux 

protéines RFX, une boite C nécessaire à leur activation, apportant une spécificité 

supplémentaires aux gènes ciliaires (Burghoorn et al., 2012). Toutefois, les facteurs de liaison 

à la boite C demeurrent inconnus. Toujours chez C. elegans, l’activation du facteur de 

transcription FKH-2 (forkhead-2), sous contrôle de la protéine DAF-19, permet le contrôle de 

la kinesine-2 et donc de la ciliogenèse, mais uniquement pour les cils chemosenseurs des 

neurones (Mukhopadhyay et al., 2007). Le mécanisme par lequel DAF-19 régule uniquement 

la ciliogenèse de ces cellules reste non élucidé et il ne faut pas exclure un possible rôle 

accessoire indépendant de la ciliogenèse (Stasio et al., 2018). Enfin, chez la souris, des 

facteurs de transcription cruciaux contrôleraient de la ciliogenèse. C’est le cas du facteur 

HNF1 (hepatocyte nuclear factor 1b) qui en régulant les gènes Pkhd1 et Pkd2 joue un rôle 

majeur dans la régulation de la signalisation ciliaire au niveau du rein (Gresh et al., 2004). 

Cependant la régulation transcriptionnelle et génique nécessaire à l’induction de la 

ciliogénèse reste encore incomprise et de nombreuses nuances et autres cas particuliers 

restent à expliquer comme l’activation de OFD2/cenexin, nécessaire pour la formation du cil 

primaire, dont le promoteur n’est ni la cible de RFX3, ni celle de FOXj1, mais semble activé 

par la voie de réponse au stress Junk (JNK) (Pletz et al., 2013). 
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II.3. Les fonctions du cil  

Comme le démontre le large spectre phénotypique des ciliopathies (cf Aspects 

cliniques), le cil possède des fonctions cellulaires importantes et diverses telles que la 

mobilité et la fonction de senseur. Le cil joue le rôle d'une antenne qui reçoit les signaux de 

l'environnement extracellulaire, tels que la lumière, les composés chimiques, les facteurs de 

croissance, et les stimuli mécaniques. Certains cilscomme les cils 9+0 du nœud embryonnaire 

et les  cils 9+2 des eucaryotes unicellulaires, aussi appelés flagelle, peuvent être impliqués 

dans les deux fonctions en même temps. De manière général les cils, qu’ils soient motiles ou 

immotiles, possèdent un rôle senseur (Fliegauf and Omran, 2006; Perkins et al., 1986). Le rôle 

senseur des cils s'explique par l’enrichissement du nombre de récepteurs à la membrane 

notamment les récepteurs couplés aux protéines G, RCPG, connus pour leur implication 

dans la transduction du signal (Hilgendorf et al., 2016; Schou et al., 2015; Wettschureck and 

Offermanns, 2005; Wettschureck et al., 2005). 

II.3.1. Le cil un organel, « senseur » 

II.3.1.1. Chimio senseur 

Le rôle chimiosenseur du cil primaire a été mis en évidence dans les cellules de 

l'épithélium rénal pour leur capacité à capter des signaux extracellulaires notamment des 

hormones peptidiques comme l’angiotensine, la dopamine ou les ions chlorites présents dans 

le milieu extracellulaire (Abdul-Majeed and Nauli, 2011; Upadhyay et al., 2014). 

Mais le rôle du cil primaire dans la réponse aux composés chimiques s'illustre 

particulièrement dans les neurones olfactifs. Ces neurones, au sein même de l’épithélium 

nasal, possèdent en leurs extrémités distales une vingtaine de cils sensoriels qui permettent 

la mise en contact des RCPG présents à leur membrane avec les molécules odorantes, ligands 

qui vont ainsi induire la signalisation olfactive. L’activation de l’adénylate cyclase III (ACIII) 

au niveau des cils olfactifs entraine la formation d’AMPc (adénosine monophosphate 

cyclique) à partir d’ATP (adénosine triphosphate). Le neurone olfactif, sensible à la 

concentration d’AMPc va ainsi se dépolymériser et entrainer une réponse présynaptique 

électrique (McEwen et al., 2008).  

Le fait que la signalisation olfactive se fait via des récepteurs et molécules ciliaires, 

explique les défauts d’olfaction (anosmie) observés chez de nombreux patients atteints de 

ciliopathies, notamment les patients mutés pour CEP290/NPHP6 entrainant un syndrome de 

BBS (Kulaga et al., 2004). De la même manière, la thermosensation cutanée via les neurones 
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thermosensibles a été montré comme dépendante des récepteurs ciliaires TRPV1 et 4 (Tan et 

al., 2007).  

Un autre exemple de perception chimique des cils primaires est celui de la réponse 

calcique. En effet, la présence de canaux calciques notamment médiés par PC2, TRPV4 ou 

PIEZO1 à la membrane ciliaire permettrait l’entrée de Ca2+ extracellulaire dans le cilioplasme 

induisant une réponse calcique intracellulaire (Delling et al., 2016; Fill and Copello, 2002; Jin 

et al., 2014b; Su et al., 2013). Toutefois, cet aspect détaillé dans le chapitre « La voie Wnt » 

reste aujourd'hui très controversé. 

II.3.1.2. Photo senseur 

Le cil sensoriel présent dans les cellules photoréceptrices de la rétine est aussi 

impliqué dans la perception physique de la lumière. Ainsi, de nombreux patients atteints de 

ciliopathies et notamment de SLS, BBS, JBTS, JATD, MZS, présentent des défauts de vision 

(Contreras, Espinoza, 1960; Loken et al., 1961; Senior et al., 1961 ; Mainzer et al., 1970 ; Barakat 

et al., 1990; Beales et al., 1999). 

Le cil connecteur des cellules photoreceptrices, peut être assimilé à un cil primaire 

ayant subi des modifications au cours de l’évolution. La cellule photoréceptrice aussi appelée 

bâtonnet est une longue cellule cylindrique formée de deux segments, le segment interne 

dont l’extrémité distale est un bouton synaptique, et un segment externe assimilable au cil 

primaire présentant un enrichissement important en rhodopsine. Entre ces deux segments, la 

TZ du cil  est remplacée par une zone dénommé “cil connecteur”. La rhodopsine du segment 

externe, qui est une protéine RCPG capable de capter un photon lumineux et d’activer la 

transducine en réponse est en constant renouvellement (Besharse and Hollyfield, 1979; 

Besharse et al., 1977; Hollyfield et al., 1977). Le dynamisme dont fait preuve la rhodopsine 

dans le segment externe est favorisé par un transport de type IFT (Pazour et al., 2002). Il a par 

ailleurs été montré que des défauts d’IFT chez la souris notamment avec la déplétion du gène 

kif3a codant la kinésine II (cf Le transport intraflagellaire) ou du gène codant l’IFT88, 

conduisent à une cécité (Berbari et al., 2009).  

La transducine, qui est l’association hétérotrimérique Gt-alpha-GDP, subit un 

échange GDP en GTP sous l’effet de la rhodopsine après captation du photon lumineux. Cet 

échange entraine la libération de la protéine G du récepteur le rendant actif. Cette activation 

entraine alors la fermeture canaux cationiques spécifiques, conduisant à l'hyperpolarisation 
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de la cellule rétinienne (bâtonnet) et inhibant la sécrétion du transmetteur glutamate à l’autre 

bout de la cellule (diminution de l’activité présynaptique) (Fung et al., 1981). 

II.3.1.3. Mécano senseur 

Le rôle mécano senseur du cil consitant en la détection de signaux physiques et 

mécaniques a d'abord été décrit dans le rein. Des analyses d'imagerie en temps réel sur des 

cellules MDCK  ont permis de montrer que le cil primaire se penche de façon réversible sous 

l’influence du flux entrainant alors une entrée de calcium intracellulaire dépendante de la 

présence du cil (Praetorius et al., 2001; Schwartz et al., 1997). En revanche, l’induction d’un 

flux sur ces mêmes cellules MDCK non confluentes, et donc sans présence de cils, ou après 

déplétion du cil par acide chloridrique, n’engendre pas cette réponse calcique (Praetorius 

and Spring, 2003; Praetorius et al., 2004). Ces études indiquent que le flux à la surface des 

cellules épithéliales induit une réponse cellulaire via le rôle mécanosenseur du cil primaire 

(Praetorius 2005). Très vite est fait le lien entre cette réponse calcique et les protéines PC1 et 

PC2, des protéines de la famille des TRP avec une de canal à cation (respectivement Lov1 et 

PkD2 chez C.elegans)(Barr and Sternberg, 1999; Barr et al., 2001). En effet, l’induction par un 

flux d’une inclinaison ciliaire où PC1 et/ou PC2 sont absents n’entraine pas de signal 

calcique (Boehlke et al., 2010; Hughes et al., 1995; Kotsis et al., 2008; Mochizuki et al., 1996; 

Nauli et al., 2003). Le fait que le cil maintienne en l’absence de PC1 et/ou PC2 son intégrité 

physique malgré son incapacité à être senseur reste surprenant. Ce mécanisme mécano 

senseur du cil primaire a aussi été rapporté dans différents types cellulaires d’origine 

épithéliales notamment au niveau du pancréas et du foie (Housset, 2005; Masyuk et al., 2008; 

Nauli et al., 2008; Xu et al., 2009).  

Toutefois, le signal calcique via le cil reste controversé. De récentes études basées sur 

un modèle de souris transgénique exprimant un indicateur calcique ciliaire Arl13b–

mCherry–GECO1.2, montrent une absence de réponse calcique du cil primaire aux flux 

mécanique dans différentes cellules notamment les cellules tubulaires rénales, les cellules du 

nœud embryonnaire et les stéréocils de l’oreille interne. Ces travaux vont à l’encontre de 

toutes les études générées cette dernière décennie et les auteurs expliquent cette réponse 

calcique jusqu’alors visualisée, comme un artefact dût à la rupture partielle ou totale du cil 

primaire sous un flux trop important (Delling et al., 2016). Ainsi, le sujet de la réponse 

calcique induite par le cil primaire est soumis à différentes hypothèses (DeCaen et al., 2013; 

Delling et al., 2016).  
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Outre la question de la réponse calcique en réponse au flux mécanique, la question 

générale du mécanisme mécanosenseur du cil primaire et ses conséquences se pose. En 2006, 

l'implication de la régulation de l'orientation des mitoses lors de la néphrogenèse dans les 

phénomènes de kystogenèse observés dans plusieurs modèles murins d'invalidation de 

gènes ciliaires, dont Hnf1β (facteur de transcription de Pkd2 et Pkhd1) et Ift88 (Fischer et al., 

2006; Pazour et al., 2000). La division cellulaire dans les tubules rénaux doit se faire le long 

de l’axe du tubule, si cette régulation est opérée par le cil, l’absence de cil entraine des 

divisions anarchiques induisant alors un élargissement du diamètre des tubules rénaux 

formant des kystes, phénotypes communs à plusieurs ciliopathies. Toutefois, il existe 

plusieurs contre exemples. Ainsi, bien qu’altérant la formation et la fonction ciliaire, 

l'inactivation d’Ift140 chez les souris induit des reins kystiques sans défaut d’orientation de 

mitoses lors de l'élongation des tubes néphroniques (Jonassen et al., 2012). De plus en 2010, 

Nishio et al. montrent que les défauts d’orientation des mitoses observés chez les souris 

kystiques mutées pour Pkd1 et Pkd2 n’apparaissent qu’après la formation de ces mêmes 

kystes, et que les souris mutées pour le gène Pkhd1 présentent un défaut d’orientation de la 

division cellulaire dans les tubules rénaux sans développer de kystes (Nishio et al., 2010). En 

effet, l’orientation de la division cellulaire est primordiale pour la kystogenèse parce qu’elle 

est finement reliée à la polarité planaire, expliquant la compensation de cette perte de 

contrôle de l’orientation de la division cellulaire dans les reins de souris Wnt9b et Prickle1, 

par une augmentation du phénomène de convergence extension (Karner et al., 2009; Yu et al., 

2009b).  

Le fait que plusieurs évènements différents conduisant à la même finalité, le 

développement de kystes rénaux, laisse penser que le rôle du cil dans la formation kystique 

est dépendant de nombreux facteurs. C’est justement ces différents facteurs influençant le 

rôle du cil dans la kystogenèse qui ont été mis en avant ces dernières années. En effet, le 

développement de kystes dans les reins des souris invalidées pour les gènes ciliaires 

notamment Ift88 et Pkd1 dépend du moment où le gène a été inactivé,  l’apparition de kystes 

ne survenant que si les gènes ciliaires sont inactivés avant le 13ème jour après naissance. En 

revanche, si ces gènes ciliaires sont déplétés après ce stade, le développement des kystes sera 

beaucoup plus tardif et moins sévère (Davenport et al., 2007; Piontek et al., 2007). Il 

semblerait donc que les fonctions ciliaires soient différentes au cours du développement, le 

développement de kystes étant accéléré par l’état prolifératif des cellules au cours du 

développement (Patel et al., 2008). (Bukanov et al., 2006; Lanoix et al., 1996; Woo, 1995).  
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Un autre rôle mécanosenseur du cil primaire est celui nécessaire à l’établissement de 

la latéralité gauche droite. Un défaut d'asymétrie droite gauche est à l’origine des situs 

inversus observés dans le cas nombreuses ciliopathies (cf Aspects cliniques). Chez la souris et 

les vertébrés, la latéralisation est établie par le nœud embryonnaire au cours du 

développement. Cette structure transitoire, localisée dans la partie ventrale de l’embryon, 

possède des cils motiles bien que de type 9+0. Le sens ainsi que la fréquence de battements 

de ces cils en un mouvement circulaire va permettre de créer un flux de liquide nécessaire à 

l’établissement de la latéralisation (Berbari et al., 2009). Le battement ciliaire nécessaire est 

dépendant de moteurs moléculaires, les dynéines. Ces dynéines forment des complexes 

protéiques, appelés bras de dynéines, composés de chaînes lourdes, intermédiaires et légères. 

Chez le poisson zèbre, la vésicule de kuppfer (KV) est l’organe responsable de la latéralité où 

s’établit un flux ordonné généré par les cils motiles tapissant sa paroie (Essner et al., 2005; 

Kawakami et al., 2005; Kreiling et al., 2007; Okabe et al., 2008; Supatto et al., 2008). Le cil 

primaire pourrait également avoir un rôle en aval du flux et être capable en tant que 

mécanosenseur d’y répondre.  

Ainsi les mutations des gènes de dyskinésie ciliaire primitive (DNAH5, DNAI1, 

DNAI2, CCDC40, CCDC39 ect…) affectant la structure de ces cils, comme les bras de 

dynéines internes et externes, et donc conduisant à leur immobilité induisent 

systématiquement l’apparition de situs inversus (Austin-Tse et al., 2013; Blanchon et al., 2012; 

Olbrich et al., 2002; Pennarun et al., 2000; Zariwala et al., 2006). De façon interessante, des 

mutations affectant la signalisation et non la capacité de mobilité ciliaire, comme les 

mutations du gène INVS, NEK8 ANKS6 ou PKD2 entrainent également l’apparition de situs 

inversus (Bataille et al., 2011; Czarnecki et al., 2015; Manning et al., 2013; Tory et al., 2009). De 

plus, la perte des cils du nœud embryonnaire par mutation de Kif3a entraîne aussi des 

défauts d’établissement de la latéralité, qui ne peuvent être corrigés par l’influence d’un flux 

artificiel (Yoshiba et al., 2012). Ces dernières observations tendent finalement vers l’existence 

réelle d’un rôle mécano senseur du cil. 

Il existe deux modèles tendant à expliquer le rôle mecanosenseur dans la 

latéralisation. Le premier est la présence d’un morphogène présent dans des vésicules 

extracellulaires au sein du liquide et qui par le biais du flux est distribué unilatéralement. Le 

second, prétend que les cils présents dans l’organe de latéralisation perçoivent un flux plus 

important du côté gauche, entrainant l’établissement de la latéralisation (Norris, 2012). 
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II.3.2. Le cil une plateforme de signalisation 

Ce type de cascade moléculaire induite après la captation du flux par le cil primaire 

pour entrainer une réponse en conséquence, ici la latéralisation, fait du cil une plateforme de 

signalisation. Différentes voies sont induites ou dépendantes du cil primaire et font du cil un 

acteur majeur de la communication inter et intra cellulaire. Ainsi le cil primaire joue un rôle 

crucial dans l’homéostasie tissulaire, via la voie Hedgehog ou WNT/PCP, mais aussi dans la 

définition de la taille des organes via la voie Hippo. Outre ces 3 grandes voies, le cil est aussi 

impliqué à différents niveau dans la transition épithéliale mésenchymateuse (EMT), la 

définition des linéages cellulaires via Notch ou encore l’inflammation (Egorova et al., 2011; 

Ezratty et al., 2011; Pampliega et al., 2013). 

II.3.2.1. Signalisation du développement 

II.3.2.1.1. La voie Hedgehog 

La découverte de la voie Hedgehog (HH) a été faite chez Drosophila melanogaster pour 

son rôle crucial au niveau de la détermination spatiale de l’œuf entier, de la longueur et du 

nombre de segments de la larve, les animaux mutés exhibant des denticules ectopiques 

ressemblant à un hérisson (Nüsslein-Volhard and Wieschaus, 1980). 

La signalisation HH chez la drosophile permet la modélisation des organes adultes 

comme les yeux, les ailes ou encore une fois les pattes (Burke and Basler, 1997). Des 

mutations dans d’autres gènes partageant les mêmes phénotypes définiront la voie de 

signalisation Hedgehog dans laquelle HH est le ligand qui agit via le récepteur à la 

membrane PTCH1 (Patched1) et le récepteur transmembranaire smoothened (SMO) pour 

contrôler la transcription du facteur Cubitus interruptus (CI) (Forbes et al., 1993; Ingham, 

1998). Tous les ligands de la voie, Desert hedgehog (DHH), Indian hedgehog (IHH) et Sonic 

Hedgehog (SHH) sont conservés dans l’évolution démontrant l’importance de la 

signalisation (Ingham and McMahon, 2001). La différence majeure entre la signalisation HH 

chez les vertébrés et chez la drosophile est basée sur le rayon d’action de la voie autour de la 

source d’activation suggérant que l’activation à distance requiert un système de transduction 

plus sensible et dépendant du cil primaire. 

Dans l'organisation neurale, SHH est d’abord exprimée dans le notochorde qui repose 

sur le tube neural et agit directement sur les cellules de la moitié ventrale du tube neural 

pour définir les progéniteurs neuraux (Ericson et al., 1997). Dans les membres, SHH est 

exprimée de façon classique dans la zone d’activité de polarisation (ZPA) et influence le 
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développement à distance de la source du signal (Ahn and Joyner, 2004; Harfe et al., 2004). 

De façon similaire, IHH est aussi capable d’agir à distance pour contrôler la prolifération et 

la différenciation des chondrocytes (Long et al., 2001; Mak et al., 2008a, 2008b). DHH semble 

avoir un patron d’expression différent puisqu’elle est restreinte aux niveaux des gonades 

bien que pouvant dépendre du cil primaire (Nygaard et al., 2015). 

Par ailleurs, le cil primaire, par sa concentration importante de composés 

indispensables à la signalisation dans un volume très restreint, permet une réponse fine à un 

faible niveau de ligand. Ainsi, lors du développement murin, l’étude des progéniteurs 

neuraux et de leur organisation par leur différents marqueurs moléculaires, rend possible de 

distinguer 6 différents types cellulaire spécifiés par différents niveaux d’activité de SHH 

conduisant à la formation du tube neural (Balaskas et al., 2012; Dessaud et al., 2007, 2008; 

Ericson et al., 1997). 

La découverte du lien HH et cil primaire vient de la caractérisation de mutations 

affectant le transport intraflagellaire IFT et induisant l’absence de détermination des 

neurones ventraux (Huangfu et al., 2003). Ainsi les mutants Ift88 et Kif3a exhibant des défauts 

d’organisation du tube neural, conduisent à l'absence de cil et de signalisation HH. En 

revanche, les souris porteuses de la mutation Ift172 “wimple” ou Ift88 « Polaris » présentent 

un cil avec des récepteurs à la voie Hedgehog mais une désorganisation de la signalisation 

en aval, indiquant que l’absence ou les défauts de cils entrainent des défauts de réponses à la 

voie HH (Huangfu et al., 2003). D’autres mutations d’IFTB ont ensuite été reliées à des 

défauts de HH, comme les mutations Ift52, Ift54 ou encore Ift57, prouvant le lien cil 

primaire/voie HH. Ces défauts de HH en cas de mutations IFT sont expliqués certes par la 

nécessité d’un cil dans la réponse au signal, mais aussi par la nécessité d’un transport 

dynamique des composés de la voie SHH dans l’entrée et la sortie du cil (Corbit et al., 2005; 

Haycraft et al., 2005). Ainsi, l’étude de double mutant Ift172, Ift88 et Kif3a a permis de mettre 

en évidence le rôle des IFT en aval de l’action de PTCH1 ou SMO, mais aussi en amont des 

protéines GLI au niveau de la transduction du signal.  

Ainsi, la cascade de signalisation de la voie HH correspond, après liaison du ligand 

HH à son récepteur PTCH1 au niveau du cil, à une translocation de SMO au niveau du cil 

afin de lever les activités inhibitrices de la voie et permettre aux protéines GLI de sortir du cil 

et d’être activées dans le cytoplasme. En effet, SMO va permettre le passage de la forme 

répressive à la forme active de la protéine GLI3 en empêchant son clivage protéolitique (cf 

Figure 9: Signalisation de la voie Sonic Hedgehog) (Aza-Blanc et al., 1997; Cooper et al., 2005; 
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Dai et al., 1999; Haycraft et al., 2005; Kiprilov et al., 2008; Lee et al., 1997; Marigo et al., 1996; 

Nielsen et al., 2008; Rohatgi et al., 2007; Svärd et al., 2006). Encore une fois le cil primaire, en 

plus d’accueillir le récepteur PTCH1, la translocation de SMO, et les protéines GLI (au 

nombre de 3, GLI1, GLI2 et GLI3), semble être le lieu des modifications subies par les GLI. 

Tout du moins il serait le lieu de clivage de GLI3 tandis que GLI2 n’y subirait pas son 

activation (Haycraft et al., 2005; Huangfu et al., 2003; Pan et al., 2009) (cf Figure 9: 

Signalisation de la voie Sonic Hedgehog). 

Bien que les protéines majoritaires soient celles du complexe IFT, de la zone de 

transition et du module MKS, l’ensemble des composants ciliaires affectent la signalisation 

HH. Ainsi, on retrouve des protéines nécessaires à la duplication des centrioles comme SAS4 

(CPAP/CENPJ), des protéines des appendices distaux comme C2CD3, des protéines 

centrosomales et donc nécessaires à l’assemblage des cils (TALPID3 et OFD1) mais aussi 

CP110, les protéines du complexe CPLANE et les JBTS (Bangs et al., 2011; Bazzi and 

Anderson, 2014; Damerla et al., 2015; Ferrante et al., 2006; Hoover et al., 2008; Toriyama et al., 

2016; Yadav et al., 2016; Ye et al., 2014). 

Au vue des nombreux processus développementaux régulés par HH, les altérations 

de la voie sont à l’origine d’un large spectre de phénotypes plus ou moins redondant, 

impliquant principalement une perte ou une augmentation des neurones ventraux du tube 

neural et une absence de doigts ou une polydactylie. Par conséquent, des mutations ayant un 

effet sur le cil ou sur le transport ciliaire peuvent avoir une influence sur la voie HH. La 

polydactylie et les autres atteintes squelettiques, retrouvées comme phénotypes des 

ciliopathies associées aux IFT notamment (syndromes de Jeune), sont expliqués en partie par 

la perte de l’activité répressive de GLI3R. Enfin, les mutations des gènes de la TZ et du corps 

basal, impliqués tous les deux dans l’induction de la ciliogenèse et la régulation de la 

composition ciliaire, entrainent des phénotypes associés à une altération de la voie HH 

comme les atteintes cérébrales et la polydactylie souvent retrouvées dans les syndromes de 

Joubert et de Meckel (Delous et al., 2007; Garcia-Gonzalo et al., 2011; Weatherbee et al., 2009). 

Enfin, il est intéressant de noter que même si globalement les phénotypes neuronaux et liés à 

la segmentation des membres, notamment décrits pour les mutations IFT sont attribués aux 

défauts de la voie HH, les mutations des complexes IFT A et IFT B et autres modules ciliaires 

ont des effets différents sur la voie HH (Cortellino et al., 2009; Huangfu and Anderson, 2005; 

Stottmann et al., 2009; Tran et al., 2008b). Ainsi, les défauts IFTB réduisent l’activité de la voie 
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HH, tandis que les défauts IFTA et du module MKS sont connus pour suractiver la voie et 

notamment GLI2A. 

 

Figure 9: Signalisation de la voie Sonic Hedgehog 
La forme activée ou réprimée de la voie HH est caractérisée par la liaison de son ligand SHH au recepteur PTCH1. 

En absence de liaison, PTCH1 inhibe le récepteur SMO qui est internalisé dans la cellule. Le complexe GSK3β-

CK1α-PKA phosphoryle la protéine GLI3 permettant la liaison d’une ubiquitine ligase et ainsi la dégradation 

partielle de GLI3 par la sous unité 26S du protéasome. Cette dégradation créée la forme répressive de GLI3, GLI3-

R. Cette forme tronquée GLI3-R inhibe alors l’expression des gènes cibles de la voie HH. En présence de liaison 

SHH-PTCH1, PTCH1 est exclue du cil levant ainsi son inhibition spatiale sur SMO. Ce dernier est internalisé dans 

le cil et inhibe l’action répressive de SUFU sur les GLI qui vont alors sortir du cil et être activés. SMO inhibe 

également la formation du complexe GSK3β-CK1α-PKA et ainsi la phosphorylation inhibitrice de GLI3.La forme 

active de GLI3 , GLIA, peut alors activer la voie HH en stimulant l’expression de ses gènes cibles. 
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II.3.2.1.2. La voie Wnt 

WNT (ou Wingless (Wg) chez la drosophile) est une glycoprotéine sécrétée pouvant 

avoir un effet aussi bien autocrine que paracrine. La voie WNT est différenciable en 3 voies, 

la voie WNT canonique ou WNT/β catenine, la voie WNT non canonique ou la voie 

WNT/PCP et la voie WNT/Ca2+. Ces voies ont des cibles et des finalités variées contrôlant la 

survie, la polarisation cellulaire, la prolifération, la migration, l’apoptose ou encore la 

différenciation cellulaire. Initialement différenciées par la nature du ligand WNT (il existe 19 

types de protéines WNT), il semble désormais que les diverses ligands puissent être 

impliqués dans les différentes voies canoniques et non canoniques. 

La voie WNT canonique a pour réponse l’activité transcriptionnelle de la β-caténine. 

Le ligand WNT lie son récepteur transmembranaire Frizzled (FZ) qui, via son co-recepteur 

DVL, va créer un complexe visant à stabiliser et transloquer la β-caténine dans le noyau afin 

de lui permettre de jouer son rôle de facteurs de transcriptions via les facteurs TCF/LEF 

(Aberle et al., 1997; Behrens et al., 1998; Berbari et al., 2009; Hart et al., 1998; Ikeda et al., 1998; 

von Kries et al., 2000; Rubinfeld et al., 1993; Sakanaka et al., 1998; Su et al., 1993; Zeng et al., 

1997). Outre TCF/LEF, la β-caténine est également capable de lier d’autres facteurs de 

transcription ayant des fonctions indépendantes de WNT comme BCL9, Pygopus ou 

Parafibromine/Hyrax  (Cantù et al., 2013, 2014, 2017; Kramps et al., 2002; Mosimann et al., 

2006). 

Parmi les voies WNT non canoniques, deux voies peuvent être mises en avant, la voie 

WNT/PCP ou Wnt-Jun-Nterminal kinase (JNK) et la voie WNT calcique. L’implication de la 

voie WNT dans la polarité planaire ou PCP pour « planar cell polarité » a été mise en 

évidence chez la Drosophile (cf Figure 10: Signalisation de la voie WNT). Cette polarité 

planaire décrit l’orientation vectorielle d’une cellule épithéliale ou d’une structure 

multicellulaire simple dans le plan d’un épithélium. Ainsi, les cellules de l’épithélium des 

tubes rénaux se divisent de façon perpendiculaire à l’axe apico-basal. 

Une mutation homozygote viable de Dsh chez la drosophile entraine des défauts 

d’orientation des photorécepteurs, des défauts cellulaires des ailes et des soies sensorielles, 

caractéristiques des animaux mutés pour des gènes de la PCP (Adler, 2002; Simons and 

Mlodzik, 2008). Ainsi, pour la première fois le lien entre la signalisation WNT et PCP est 

établit, donnant naissance au nom de voie WNT/PCP (Simons and Mlodzik, 2008). La PCP 

regroupe chez les vertébrés plusieurs mécanismes associant migration cellulaire et division 
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cellulaire des cellules mésodermiques et neuroectodermiques durant la gastrulation, résumé 

en “phénomènes de convergence extension” (Axelrod, 2001; Keller et al., 2000; Strutt, 2001; 

Tree et al., 2002; Wallingford et al., 2000). La signalisation induite lors de la PCP et permettant 

à ces mécanismes de se mettre en place est également en aval de la signalisation DVL et 

passe par l’activation des RhoGTPases et plusieurs kinases dont JNK, participant à la 

stabilisation du cytosquelette d’actine (Habas et al., 2001; Strutt et al., 1997).  

La voie non canonique calcique, quant à elle, déclenche, après la liaison de WNT à 

son récepteur FZ, une cascade de réaction engendrant l’accumulation intracellulaire de 

calcium (cf Figure 10: Signalisation de la voie WNT). La liaison récepteur/ligand permet 

l’activation de la phospholipase C qui va induire l’hydrolyse du PIP2 (phosphoinositol 4,5-

biphosphate) en inositol 1,4,5 triphosphate (IP3) et en 1,2 diacylglycerol (DAG). L’IP3 libéré 

dans le cytoplasme va alors interagir avec les canaux calciques présents à la membrane du 

réticulum endoplasmique (RE), induisant le relargage d’ions Ca2+ qui vont à leur tour activer 

la protéine kinase calmoduline calcium dépendante II (CamKII) (Kühl et al., 2000). Le DAG, 

produit lors de l’hydrolyse du PIP2, va lui activer la protéine Kinase C (PKC) (Sheldahl et al., 

1999). La PKC et la CAMKII activent alors différents facteurs de transcriptions (NFκB et 

CREB). De façon similaire, le calcium relâché par le RE est capable d’activer la calcineurine 

qui elle-même activera NFAT, capable de promouvoir l’expression de différents gènes 

neuronaux, cardiaques ou encore pro-inflammatoires dans les lymphocytes (Feske et al., 2003; 

Hogan et al., 2003). La liaison WNT/FZ peut aussi engendrer l’activation de la 

phosphodiesterase 6 (PDE6) de façon calcium dépendante, entrainant une diminution du 

cGMP (guanosine monophosphate cyclique) (Wang et al., 2004). Cette voie calcique serait à la 

base de la régulation des mouvements directionnels lors de la gastrulation (Hutchins et al., 

2011; Lin et al., 2010; Slusarski et al., 1997). 

Que se soit la voie WNT canonique ou les voies non canoniques, il existe des liens 

entre ces signalisations et le cil primaire. La première évidence est venue de l’analyse de 

souris mutées pour les gènes Ift88 et Kif3a. D’abord étudiés au niveau cellulaire, ces mutants 

montrent une dérégulation de la voie WNT canonique et non canonique. L’absence de cil 

chez les souris mutantes Kif3a et Ift88 entraine une augmentation significative de l’expression 

de la protéine β-caténine, dûe a un défaut de régulation de la phosphorylation de DVL 

(Corbit et al., 2008). (Cano et al., 2004; Lin et al., 2003). Cette observation a ensuite été remise 

en cause en 2009 puisque la perte du cil ou un transport altéré au sein de ce dernier dans des 

modèles murins présentant une altération des gènes Kif3a, Ift172, Ift88 ou encore Dync2h1 
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n’affecte pas l’activation de la voie WNT canonique (Ocbina et al., 2009). En revanche, 

l’invalidation de ces mêmes gènes ift88 et kif3a ou encore des gènes bbs chez le poisson zèbre 

entrainent des défauts de PCP se traduisant par une courbure de l’axe ventral (Gerdes et al., 

2007; Ross et al., 2005; Song et al., 2016). Ainsi, les défauts ciliaires peuvent conduire à des 

défauts de convergences extensions, mécanisme clé de la voie WNT/PCP. Cependant encore 

une fois et à l’image des études s’opposant sur le rôle ciliaire dans l’activation de la voie 

WNT chez la souris, la mutation chez le zebrafish de gènes associés à des fonctions ciliaires 

tels que seahorse ou Lrrc6l entraine l’apparition de kystes rénaux en affectant les processus de 

convergences extensions sans que la ciliogenèse ne soit affectée (Kishimoto et al., 2008; 

Serluca et al., 2009). Ainsi le rôle ciliaire dans la régulation de la voie WNT semble encore 

aujourd’hui sujet à contreverse bien que de nombreux indices tendent à les rapprocher. Un 

rôle de l’inversine, composé majeur du CI, dans la régulation de la balance entre les voies 

canonique et non canonique a été rapporté, via la régulation de DVL. La forme 

cytoplasmique de DVL dégradée par l’inversine inhiberait la voie canonique tandis que les 

voies non canoniques dépendraient de la forme de DVL associée aux membranes (Simons et 

al., 2005).  Mais c’est aussi la régulation de DVL à la base du cil par le complexe INVS, 

RPGRIP1L et NPHP4 qui regulerait la PCP (Burcklé et al., 2011; Mahuzier et al., 2012; Park et 

al., 2008). Enfin, le dernier lien entre WNT et cil primaire fait état du rôle important que 

pourrait jouer PC1 comme récepteur de WNT9b dans l’induction de la réponse calcique de la 

voie WNT. Il semblerait effectivement que WNT9b utilise les canaux calciques ciliaires de 

PC2 pour entrainer un relargage d’ions Ca2+ dans le cytoplasme (Kim et al., 2016b).  

A cela s’ajoute le fait que WNT9b est associée à la régulation du diamètre tubulaire 

via des phénomènes de convergences extensions. En effet, la dérégulation de la signalisation 

WNT9b entraine des défauts de polarité planaire. De ce fait, les divisions cellulaires durant le 

développement embryonnaire au sein du tube rénal se font de façon hasardeuse, entrainant 

l’apparition de kystes. Ces défauts de convergences extensions sont cohérents avec les 

phénotypes kystiques observables chez les mutant Pkd1/Pkd2 (Karner et al., 2009). Ces 

derniers exemples nous montrent l’ampleur de la complexité de la voie WNT qui semble en 

réalité établir un dialogue entre les différentes voies, canoniques et non canoniques. 

Ainsi, plusieurs études tendent à démontrer une régulation négative de la voie WNT 

canonique par la voie WNT non canonique. En effet, la suppression de wnt5a présentée 

comme ligand de la voie non canonique inhibe la formation de l’axe secondaire par wnt8 

chez le xénope (Torres et al., 1996). Une hypothèse pouvant expliquer ce résultat est 
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l’inhibition de l’activité transcriptionnelle de la β-caténine par WNT5a via l’activation de la 

phosphorylation de TCF4 par la Nemo like Kinase (NLK) (Ishitani et al., 2003). Comme vu 

avec l’exemple de l’inversine, on peut aussi penser que la compétition entre les voies 

canoniques et non canoniques pourrait être dépendante de formes ou de disponibilités 

différentes de DVL (Huang et al., 2011b). 

Encore une fois, les processus cellulaires et développementaux mis en jeu par la 

signalisation de la voie WNT en font un des principaux acteurs des ciliopathies. Ainsi, de 

nombreuses mutations conduisant à des phénotypes associés à la NPH, notamment dans les 

gènes INVS/NPHP2, NPHP4, RPGRIP1L, GLIS7, CYLD ou encore DCDC2, ont été présenté 

comme étant des régulateurs négatifs de la voie WNT canonique au profit de la voie 

WNT/PCP (Bergmann et al., 2008; Lancaster et al., 2009; Otto et al., 2003; Schueler et al., 2015; 

Simons et al., 2005). 

Il semble donc finalement, que le nombre de combinaisons de liaisons 

ligands/récepteurs, considérable du fait du nombre important de formes de chacun, soit 

supplémenté de conditions cellulaires spécifiques incluant des co-récepteurs. Il apparait de 

surcroit que la voie WNT soit aussi étroitement liée à d’autres voies de signalisation, 

notamment HH. En effet, CPLANE, impliquée dans les mouvements de convergence 

extensions, est reliée à la voie WNT et à ses effecteurs, entraîne aussi des défauts de la voie 

HH en cas de déplétion (cf La voie Hedgehog) (Park et al., 2006; Toriyama et al., 2016). 

Finalement ce lien reliant toutes ces voies de signalisation n’est-il pas simplement le cil 

primaire? 
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Figure 10: Signalisation de la voie WNT 
La voie WNT peut être divisée en 2 voies, la voie canonique et la voie non-canonique pouvant être toutes les deux 

à l’état actif ou inactif. Le choix entre ces deux voies pouvant hypothétiquement être régit par le cil primaire. En 

absence du ligand WNT, le complexe axine-CK1α-GSK3β-APC inhibe la signalisation WNT en promouvant la 

dégradation de la β-caténine par le protéasome. La kinase de GSK3 va phosphoryler la β-caténine qui alors 

reconnu par la ligase E3 SCFβ-TrCP va être ubiquitinée et adressée au protéasome pour dégaration. En présence 

d’un ligand WNT au niveau de son recepteur Frizzled, le recepteur à l’aide de son co-recepteur LRP5/6 recrute 

DVL. DVL va à son tour recruter l’axine et la protéine GSK3, déstabilisant et inhibant ainsi le complexe 

GSK3/APC/Axine. La β-caténine n’est alors non dégradé et elle active les gènes cibles de la voie via les facteurs 

de transcriptions TCF-LEF qui se lient aux éléments “enhancer” des gènes cibles de la voie. Il s’agit de la voie 

canonique de la voie WNT. La voie non canonique active la voie des Rho GTPases et la libération de calcium 

intracellulaire suiteau recrutement de DVL en réponse à la liaison WNT-FZ. 
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II.3.2.1.3. La voie Hippo 

La voie Hippo a été reliée aux ciliopathies rénales notamment via l’implication des protéines 

NPHP4 (Habbig et al., 2012) et NEK8/NPHP9 (Frank et al., 2013; Grampa et al., 2016). La voie 

Hippo est une voie conservée dans l’évolution et impliquée dans le développement et le 

contrôle de la taille des organes via la régulation de la prolifération et de la mort cellulaire ou 

encore le destin cellulaire. Initialement identifiée dans des études génétiques de la drosophile 

comme un suppresseur de surcroissance d’organes (Justice et al., 1995; Xu et al., 1995), le nom 

d’hippo lui vient d’une des kinases majeure de la voie, Hpo chez la Drosophile, qui quand 

dérégulée entraine des organes surdimensionnés aussi appelés phénotypes “hippopotamus”. 

La voie Hippo canonique consiste en une cascade de kinases principalement médiée par 

MST1/2 et LATS1/2 qui préviennent la translocation nucléaire de deux régulateurs de la 

transcription, la protéine associée YES (YAP) et de son coactivateur transcriptionnel 

comprenant le motif de liaison PDZ (TAZ). L’activation de la voie Hippo est induite par 

l’augmentation de la densité cellulaire et donc des contacts cellulaires, qui  conduit alors à la 

translocation cytosolique et à la phosphorylation de la protéine YAP, inhibant de fait 

l’expression de ses gènes cibles pro-prolifératifs (Zhao et al., 2007). D’autres activateurs de la 

voie Hippo ont par ailleurs été décrits, notamment des composants du complexe protéique 

établissant la polarité apico-basale (le complexe CRUMBS homologue (CRB), les protéines 

des jonctions serrées (aPKC, PAR3 et PAR6), les protéines des jonctions adhérentes (α-

catenine) et du cytosquelette d’actine (Johnson et al., 2002; Varelas et al., 2010). 

II.3.2.1.3.1. La voie Hippo dans le développement du rein 

Les embryons de souris invalidés pour la protéine YAP (Yap-/-) présentent une létalité 

embryonnaire à 8,5 jours (E8.5) associée à  des défauts de la vasculogenèse du sac vitellin, de 

la fusion chorio-allantoïque et de l'allongement de l'axe du corps suggérant que la protéine 

YAP est impliquée dans les étapes précoces de l’embryogénèse (Morin-Kensicki et al., 2006). 

Reginensi et al ont invalidé chez la souris YAP spécifiquement au niveau du mésenchyme 

condensé (CM pour « cap mésenchyme »), appelée YapCM-/-, afin de prévenir toute létalité 

précoce. Dans ce modèle, la déplétion de YAP résulte en un phénotype drastique entraînant 

une létalité 48h après la naissance. Les mutants YapCM-/- présentent à P0 des reins 

hypoplasiques avec une perte des néphrons, une désorganisation du cortex interne et une 

médullaire principalement composée de tubes collecteurs avec une réduction drastique de 

l’anse de Henlé, démontrant ainsi le rôle de YAP dans la nephrogénèse (Reginensi et al., 

2013). A contrario, chez les 3 modèles murins d’ inactivation du gène Taz rapportés, la moitié 
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des animaux présentent une létalité à la naissance, les autres survivent lors de la première 

année en développant une maladie rénale multikystique, avec des kystes glomérulaires, non 

sans rappeler la PKD humaine (Hossain et al., 2007; Makita et al., 2008; Tian et al., 2007). De 

plus, la déplétion de la protéine Taz entraine un phénotype ciliaire avec des cils plus courts 

dans les tubules kystiques (Hossain et al., 2007). Fait intéressant, des niveaux élevés de 

polycystine-2 ont également été observés chez ces souris mutantes, liés à l’incapacité de TAZ 

à promouvoir la dégradation de PC2 via le protéasome par la liaison du complexe SCFb-Trcp 

E3 ligase 5 (Tian et al., 2007). Dans tous les modèles, les kystes rénaux provenant du 

glomérule et des tubes proximaux après 15.5 jours (E15.5) suggèrent que la protéine TAZ, 

contrairement à YAP, n’est pas requise pour les évènements précoces de branchement du 

bourgeon urétéral (Makita et al., 2008).  En conclusion, même si Yap et Taz sont étroitement 

apparentés comme activateurs co-transcriptionnels, au cours du développement rénal, ils 

jouent des rôles distincts, dans lesquels YAP est essentiel pour la néphrogenèse et TAZ pour 

le maintien physiologique des tubules rénaux via la dégradation de PC2. 

Deux des modèles de souris Taz -/- présentent également un phénotype extrarénal 

avec des espaces aériens élargis dans les poumons, rappelant l'emphysème pulmonaire 

humain et évoquant donc un possible lien avec les ciliopathies (Makita et al., 2008; Tian et al., 

2007). 

II.3.2.1.3.2. La voie Hippo dans les ciliopathies rénales  

Une augmentation de la localisation du YAP nucléaire a été observée dans les 

biopsies rénales humaines des ADPKD et ARPKD, en particulier dans les kystes et le tissu 

fibrotique (Happé et al., 2011a, 2011b). Dans un modèle murin inductible de Pkd1, Pkd1del2-

1l/lox2-11, appelée souris cKO, l'expression nucléaire de YAP a été fortement détectée 

seulement 10 semaines après induction dans les tubules distaux et les canaux collecteurs, 

suggérant que les altérations de la voie Hippo sont des événements secondaires favorisant la 

formation de kystogénèse (Happé et al., 2011a, 2011b). De plus, les protéines ciliaires NPHP4 

et NEK8/NPHP9, mutées dans la NPH et des formes plus sévères d’hypodysplasie kystiques, 

ont été proposées comme régulateurs de la navette nucléaire de YAP/TAZ (Grampa et al., 

2016; Habbig et al., 2011a, 2012). NPHP4 est capable d'abroger la phosphorylation médiée par 

LATS sur TAZ et YAP, permettant leur translocation nucléaire (Habbig et al., 2011b). De plus, 

les mutations de NEK8, entrainent soient une accumulation nucléaire anormale ou un défaut 

de translocation nucléaire de YAP dans les cellules de patients renforçant l’implication de la 

voie Hippo dans la néphronophtise (Grampa et al., 2016). Ainsi, la dérégulation de la voie 
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Hippo chez les patients présentant des mutations de gènes ciliaires s’accompagne de 

phénotypes de  ciliopathies sévères  tels que la dysplasie rénale, situs inversus et également 

des défauts cardiaques (Frank et al., 2013; Grampa et al., 2016). 

II.3.2.1.3.3. La voie Hippo au niveau du cil primaire 

Récemment, plusieurs travaux importants ont lié les protéines de la voie Hippo au cil 

primaire. Il a été montré que dans les cellules ciliées de l'épithélium pigmentaire rétinien 

(RPE), l'homologue de Salvador 1 (SAV1), une protéine d'échafaudage de la voie canonique 

Hippo, était localisée au centrosome des cellules en proliferation, alors que les formes 

phosphorylées de MST1 et SAV1 étaient retrouvées au niveau du corps basal, suggérant que 

ces protéines Hippo sont activées dans les cils (Kim et al., 2014). Dans le même modèle 

cellulaire, l'inactivation indépendante des deux protéines MST1/2 et SAV1 conduit à une 

réduction  du nombre de cellules ciliées. Dans les modèles animaux, la déplétion de SAV1 

induit un phénotype rappelant les ciliopathies chez le poisson zèbre, notamment caractérisé 

par une courbure de l’axe du corps, un œdème cardiaque et des kystes pronephriques d’une 

sévérité variable. Au niveau moléculaire, le complexe MST1/2 interagit et active la kinase 

Aurora A (AURKA), qui peut à son tour renforcer l'activité de l'histone désacétylase 6 

(HDAC6) (Pugacheva et al., 2007). De plus, le complexe MST1/2 s'associe au complexe 

NPHP1/NPHP4, favorisant la localisation de plusieurs cargo ciliaire, dont Rab8, Smo, RPGR 

et Arl13b (Kim et al., 2014). Il est intéressant de noter que YAP et TAZ régulent le trafic des 

vésicules ciliaires par le biais de LIMK2 et TESK1, deux facteurs de remodelage de l'actine 

(Kim et al., 2015a) qui diminuent également le pourcentage de cellules ciliées. Enfin, un lien 

important a été fait entre l’acteur majeur du CI, NEK8, et la voie YAP/TAZ, suggérant un 

possible rôle du CI dans l’activation de la voie au sein de modèles in vitro et in vivo mutant 

pour NEK8 (Grampa et al., 2016). En effet, les mutations de NEK8 entraine le maintient de la 

protéine YAP au sein du noyau dans les cellules confluentes et par conséquent une 

suractivation de ses gènes cibles. Ainsi, l’utilisation d’inhibiteurs de YAP, la Verteprofin a 

permis de restaurer les phénotypes induient par les mutations NEK8 (Grampa et al., 2016). 

Toutes ces données indiquent que la voie Hippo pourrait contrôler la prolifération et la 

différenciation, non seulement par l'activation transcriptionnelle de ses gènes cibles, mais 

aussi par le contrôle de la ciliogénèse et les de signalisations ciliaires qui en découlent. 
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II.3.2.2. Les autres voies de signalisation 

II.3.2.2.1. TGF-B 

La voie du TGF-β (Transforming growth factor) est impliquée dans de nombreux 

processus cellulaires notamment, l’apoptose, la différentiation, la prolifération et la 

migration cellulaire (Anders et al., 1997, 1998; Di Guglielmo et al., 2003; Ikushima and 

Miyazono, 2011). La signalisation issue du TGF-β est activée via la liaison du ligand à ses 

récepteurs TGF-β kinase serine-thréonine de type I et II (TBRI/II) au niveau de la membrane 

plasmique (Anders et al., 1997, 1998; Di Guglielmo et al., 2003; Ikushima and Miyazono, 2011). 

La liaison de ce ligand, entraine la formation du complexe TBRI/TBRII, dans lequel TBRII 

active par phosphorylation TBRI (Anders et al., 1997, 1998; Di Guglielmo et al., 2003; 

Ikushima and Miyazono, 2011). Cette activation de TBRI conduit au recrutement et à la 

formation de complexes protéiques Smad2/3/4 qui sont alors transloqués au noyau pour y 

réguler l’expression de gènes cibles (Derynck and Zhang, 2003; Hocevar et al., 2001; 

Massagué, 1998; Massagué et al., 2005). La voie du TGF-β est contrôlée négativement par la 

protéine inhibitrice Smad7 qui se lie a TBRI, conduisant au recrutement de Smurf2, une E3 

ubiquitine Ligase, et à la dégradation du complexe TBRI-Smad7 (Abdollah et al., 1997; 

Eichhorn et al., 2012; Kavsak et al., 2000; Nakao et al., 1997; Zhang et al., 2012c) (cf Figure 11: 

Signalisation de la voie du TGF-β). 

 Le lien entre la voie du TGF-β et le cil primaire a tout d’abord été établi dans le 

modèle murin muté pour Ift88, évoquant des défauts de la voie TGF-β (Clement et al., 2009). 

De façon intéressante, les souris présentent une augmentation au niveau des cellules 

endothéliales de la phosphorylation de SMAD2 et du gène α-SMA régulant la transition 

épithélio-mésenchymateuse induite par le TGF-β (Clement et al., 2009, 2013; Egorova et al., 

2011). Par la suite, les récepteurs TBRI et TBRII ont été retrouvés au niveau du cil primaire, 

plus précisement à la base du cil primaire au niveau des vésicules d’endocytoses au niveau 

de la poche ciliaire des cellules non polarisées (cf Figure 6: Biogenèse du cil primaire) 

(Benmerah, 2014; Clement et al., 2013; Gencer et al., 2017). Enfin, de façon intéressante, 

l'inhibition de la voie d’endocytose dépendante de la clathrine diminue de façon significative 

la réponse de la signalisation ciliaire du TGF-β et la localisation des complexes SMAD2/3 et 

ERK1/2 à la base du cil (Clement et al., 2013). 

Bien que les cellules épithéliales soient dépourvues de poche ciliaire (Benmerah, 2014), 

la signalisation du TGF-β  est active dans les cellules tubulaires rénales de souris mIMCD3. 

De façon interessante, les récepteurs au TGF-β sont aussi retrouvés au cil primaire de ces 
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cellules (ainsi qu’en basolatérale) et un traitement avec des ligands de ces récepteurs en 

apical active la voie (communications internes Albane Bizet). Ces informations tendent à 

prouver également le rôle du cil dans la signalisation au TGF-β dans les cellules épithéliales 

rénales.  

Cette signalisation ciliaire du TGF-β a été montrée pour réguler les processus de 

migration des cellules épithéliales d’adenocarcinomes (Gencer et al., 2017). Les processus de 

migration collective étant cruciaux pour le maintien de l’épithelium rénal, et altérés dans 

plusieurs modèles de NPHP in vitro, une dérégulation de la voie du TGF-β pourrait être en 

cause. Surtout les processus de transition épithélio-meésenchymateuse sus-cités, régulés par 

le TGF-β, pourraient conduire à l’importante fibrose rénale caractéristique de la NPH. 
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Figure 11: Signalisation de la voie du TGF-β 

La signalisation du TGF-β, est activée par la liaison du TGF-β à son recepteur qui se dimérise à partir des sous 

unité TGF-β-R1 et TGF-β-R2. La liaison de ce recepteur au TGF-β induit son internalisation  via la voie 

d’endocytose dépendante de la clathrine. Sous l’impulsion de cette internalisation les protéines SMAD2 et 3 sont 

phosphorylées. Un complexe SMAD2/3 et 4 se forme induisant alors l’induction de l’expression des gènes cibles 

de la voie du TGF-β. 
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II.3.2.2.2. AMPc 

Au sein de la signalisation HH, deux différents états sont remarquables, l’état activé, 

et l’état basal dit SHH-off durant lequel la protéine Kinase A (PKA) dépendante de 

l’Adénosine Mono Phosphate cyclique (AMPc) phosphoryle les protéines Gli, entrainant leur 

clivage en forme transcriptionnellement répressive (Wang et al., 2000). Ainsi l’activité de la 

protéine PKA est essentielle à la régulation de la voie HH, particulièrement dans le maintien 

de l’état basal de la signalisation. Pour cette régulation, la protéine PKA a été retrouvée au 

sein du cil primaire (Barzi et al., 2010; Mick et al., 2015; Tuson et al., 2011). L’activité de PKA 

dépend du niveau d’AMPc, lui-même régulé par les protéines RCPGs. De nombreux RCPGs 

sont présents au niveau du cil, notamment SMO, GPR175 impliqués dans la régulation de la 

voie HH, mais aussi GPR161 et les recepteurs EP (recepteurs de la prostaglandine) activant 

l’Adénylate cyclase (AC) qui produit l’AMPc (Mukhopadhyay et al., 2013; Philipp and Caron, 

2009; Riobo et al., 2006a, 2006b; Singh et al., 2015).  

L’AMPc est régulé au sein du cil primaire par différents acteurs clés les adénylates 

cyclases. Les adénylates cyclases de types III (seules adénylates cyclases retrouvées chez les 

mammifères) sont au nombre de 9 AC1-AC9 (Linder, 2006). Actuellement 3 AC sont 

reconnus de façon globalement ubiquitaire au niveau du cil primaire, il s’agit d’AC3 AC5 et 

AC6 (Defer et al., 2000). La surexpression de ces AC entrainent une répression de la voie HH 

tandis que leur déplétion entraine une activation anormale de la voie (Bishop et al., 2007; 

Vuolo et al., 2015; Wang et al., 2011). Pour souligner d’autant plus l’importance de la protéine 

PKA comme régulateur ciliaire, les molécules d’AMPc et de Ca2+ sont des régulateurs 

critiques de la taille des cils primaires (Besschetnova et al., 2010; Mukherjee et al., 2016). Enfin, 

une production même faible de molécules d’AMPc, entraine une augmentation significative 

de la concentration en AMPc au cil, suffisante pour activer la PKA au sein du cil et inhiber la 

voie HH (Moore et al., 2016; Zhang et al., 2012a). Ainsi l’AMPc serait  un regulateur du cil 

primaire possiblement via HH. 

II.4. Perspectives et études ciliaires 

Depuis plusieurs années, le rôle du cil dans la signalisation cellulaire, et plus 

largement dans de nombreux processus clés au niveau de l’organisme total, a été démontré 

comme primodial (cf Figure 12: Evolution du nombre de publications en référence au cil 

primaire). Comme le démontre les nombreux projets sur le cil, en particulier le projet  

européen SYSCILIA, dont le but était de disséquer les fonctions ciliaires et leurs liens avec les 

pathologies, le cil primaire ne demeurre cependant que partiellement élucidé. Le rôle 
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prépondérant du cil primaire dans les pathologies humaines a été confirmé  par l’émergence 

de nouvelle maladies étiquetées « ciliopathie », ceci en partie dû au développement des 

techniques de séquençage d’exome. Pour cette raison, et grâce à  l’évolution de nouvelles 

technologies, de nombreuses études ont été menées sur la biologie du cil primaire au cours 

des trois dernières années. Ainsi, différentes approches globales protéomiques ou de criblage 

par interférence ARN ont permis de définir l’ensemble des protéines exprimées au cil ou 

joueant un rôle clé dans la biogenèse du cil, et identifier ainsi de nouvelles voies de 

signalisation liées à cet organel, replaçant le cil plus que jamais au centre de l’attention dans 

le développement de pathologies humaines. Ces différentes études réalisées dans plusieurs 

modèles cellulaires et animaux comprennent des études de criblage par interférence ARN, 

des études par biotinylation de protéines ciliaires couplées à une approche protéomique, le 

tout regroupant pas moins de 7 études majeures dans différents modèles lors des 2 dernières 

années.  

Dans un premier temps, des analyses de la ciliogenèse par immunofluorescence ou 

cytométrie en flux ont été réalisées après l’invalidation de l’ensemble des gènes  du gènome 

par interférence ARN. Deux sur 3 études, ont utilisés une protéine smo-EGFP comme 

rapporteur sur des cellules rétiniennes humaines RPE1 et une étude a couplé des cellules 

rénales murines mIMCD3 et RPE1 utilisant l’α-tubuline acétylée comme marqueur du cil 

(Kim et al., 2016a; Roosing et al., 2015; Wheway et al., 2015). Wheway et at. en 2015 détecte 

1829 gènes sur 19059 affectant la ciliogénèse, et seulement 194 de ces gènes n’affectent pas le 

nombre de cellules et ont été validé par un second et un troisième criblage  dans des 

mIMCD3 et des RPE1. Roosing et al 2015 identifie 1299 gènes impliquant la ciliogénèse sur 

18045 gènes dans les RPE1. Sur ces 1299 gènes, 591 gènes sont considérés comme étant de 

très bons candidats cilaires. Enfin, Ji Hyun Kim et al en 2016 identifient 825 gènes impliqués 

dans  la ciliogenèse qu’ils classent en 3 sous-groupes en fonction de leur effet sur le cycle 

cellulaire. Ainsi 20% de ces gènes entraînent des défauts de ciliation et bloquent l’entrée 

et/ou le maintien des cellules en état de quiescence. 

Deux autres études utilisent l’approche par biotinylation des protéines ciliaires dans 

des cellules mIMCD3. Le principe est de créer une protéine de fusion à partir d’une protéine 

ciliaire et d‘ascorbate peroxidase APEX. Sous l’influence du peroxyde d’hydrogène H202, 

l’APEX catalyse la conversion de biotine-phenol en radicaux biotine-phenoxyde très instable. 

Ces radicaux seront capables de se lier de façon covalente aux acides aminés environnant, 

marquant alors toutes les protéines alentour. Une purification des protéines biotynylées par 
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des billes de streptavidine et une approche de spectrométrie de masse permettront l’analyse 

et l’identification de ces protéines. Cette approche a été utilisée avec deux différents 

rapporteurs, NPHP3 (Mick et al., 2015) et le GPCR HTR6 (Kohli et al., 2017). Les résultats des 

deux études sont similaires et permettent d’obtenir un peu plus de 350 protéines retrouvées 

au cil. En parallèle, une cinquantaine de nouveaux gènes, notamment relatifs au 

cytosquelette d’actine (Actn1/Acn4/Tmp3/Tmp4/Coroc1c/Ezrine/Gelsoline)  ont ainsi été 

identifiés. 

 

Enfin, deux études d’analyses protéomiques couplées à des études phylogénétiques 

ont permis d’établir différentes listes de protéines du cil ou ciliomes en fonction de leur 

degrés de conservation (Roncaglia et al., 2017; Sigg et al., 2017). Cette méthode a permis de 

confirmer 437 gènes ciliaires hautement conservés au cours du temps soulignant leur 

importante fonction dans les voies de signalisation (Sigg et al., 2017). La deuxième étude a 

identifié 285 gènes candidats dont 24 sur 36 testés (soit 66%) ont été validés dans des cellules 

RPE et IMCD (Roncaglia et al., 2017). Ces gènes candidats associés aux gènes déjà validés 

comme ciliaires forment une base de données, CiliaCarta, de 836 gènes. 

Ainsi, ces récentes études permettent une meilleure compréhension et surtout une 

meilleure cartographie des protéines ciliaires. Cette cartographie permet alors la priorisation 

de variants identifiés dans ces gènes candidats lors du séquençage haut débit de patients 

atteints de ciliopathies. De fait, de nouveaux gènes de ciliopathies et de nouveaux 

phénotypes cliniques ont été mis en évidence. C’est le cas de TALPID3 dans le JBTS ou du 

gène ENKUR dont les mutations, causent un situs inversus chez l’humain du fait de son rôle 

au cil motile (Sigg et al., 2017) (Abedin Sigg et al 2017). C’est aussi cette nouvelle cartographie 

qui permet de voir l’émergence de nouvelles pathologies étiquetées « ciliopathie » comme il 

a pu être détaillé précédemment avec l’achondroplasie (cf  Les ciliopathies émergentes). 
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Figure 12: Evolution du nombre de publications en référence au cil primaire  

Graphique représentant le nombre de publications scientifiques en référence au cil primaire, publiées lors des 30 

dernières années (1988-2018) via le moteur de recherche Pubmed. 

 

 

 

Les études sur la composition ciliaire ont aussi permis de définir ou de confirmer de 

nouvelles voies de signalisation impliquant le cil primaire, telle que la voie de  signalisation 

de l’AMPK (Mick et al., 2015). En effet, il apparait que la protéine STRADβ co-localise au cil 

avec la kinase LKB1, un régulateur des voies mTOR et AMPK (Boehlke et al., 2010; Mick et 

al., 2015; Zeqiraj et al., 2009), et est nécessaire à sa localisation ciliaire. Bien que la protéine 

AMPK n’ait jamais été retrouvée au niveau du cil primaire, notamment dû à son importante 

dynamique, elle est retrouvée au cil des cellules déplétées pour IFT27, dans lesquelle le 

transport des protéines ciliaire défectueux. Ces résultats ont permis de démontrer que le cil 

primaire est impliqué, via la voie STARDβ-LKB1-AMPK et mTOR, dans le métabolisme 

énergétique (Jansen et al., 2009). La découverte de nouvelle voie de signalisation, comme 

celle sus-citée, au niveau du cil primaire permet de mieux comprendre la physiopathologie 

des ciliopathies et donc d’en élargir le spectre thérapeutique. 
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III- Les Néphrocystines, des protéines multitâches 

Comme déjà largement abordé, la plupart des protéines dont les gènes sont mutés dans 

la NPH sont localisées au cil primaire, mais pas uniquement. Leurs fonctions sont 

principalement reliées aux fonctions ciliaires, probablement en grande partie à l’origine des 

phénotypes observés. Cependant, des fonctions annexes, indépendantes du cil ont également 

été reportées pour ces protéines. Cette localisation extra ciliaire et le rôle extra ciliaire des 

NPHP et IFT ne doit pas être négligé dans l’apparition du phénotype rénal, voire extra-rénal, 

qui uniquement expliqués par la théorie ciliaire constituerait une simplification des 

mécanismes moléculaires sous-jacents. De plus, de rare gènes NPHP ne sont pas rapportés 

au cil, tel que MAPKBP1/NPHP20 (Macia et al., 2017), le facteur de transcription 

ZNF423/NPHP14 (Chabi et al., 2012) ou encore GLIS2/NPHP7 (Attanasio et al., 2007).  

III.1. Localisation et fonction non ciliaire exclusive  

Même si la protéine MAPKBP1 est l’une des rares protéines non ciliaires reconnues 

pour son implication dans la NPH (Macia et al., 2017), bien d’autres protéines NPHP et IFT 

présentent une localisation ciliaire non exclusive. Ainsi, les NPHP ont pu être notamment 

retrouvées au centrosome, aux pôles du fuseau mitotique au cours du  cycle cellulaire, aux 

jonctions cellulaires comme NPHP1 et NPHP2 ou encore associées aux microtubules comme 

IFT54, ou IFT139 (cf Figure 13: Localisation extra-ciliaire des protéines impliquées dans les 

ciliopathies.). 

III.1.1. Jonctions cellule-cellule 

Plusieurs NPHP ont été retrouvées au niveau des jonctions cellulaires, notamment 

NPHP1, NPHP2/Inversine, RPGRIP1L, NPHP4, ou encore SDCCAG8 (Donaldson et al., 2000; 

Mollet et al., 2005; Otto et al., 2005; Sang et al., 2011a; Simons et al., 2005). Il a en effet été 

montré que NPHP1 et NPHP4 co-localisent et interagissent avec et les protéines responsables 

de la polarité apico-basales PALS1, PAR6 et PATJ au niveau des jonctions cellulaires (Delous 

et al., 2009a) (cf Figure 13: Localisation extra-ciliaire des protéines impliquées dans les 

ciliopathies.). Ainsi, il n’est pas étonnant d’observer un retard dans la formation des 

fonctions cellulaires et des défauts d’établissement de la polarité apico-basale dans les 

cellules épithéliales mIMCD3 et MDCK lorsque celles-ci sont déplétées pour les protéines 

NPHP1/4 et 8 (Delous et al., 2009b; Sang et al., 2011a). 

De plus, les protéines NPHP1 et NPHP4 interagissent également avec les protéines 

impliquées dans la régulation des adhésions focales, pyk2, tensine et p130Cas (Benzing et al., 
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2001; Mollet et al., 2005). Le rôle des NPHP dans l’organisation du cytosquelette sera alors 

souligné par l’activation anormalement élevée de Pyk2 et p130Cas en cas de déplétion de 

NPHP4 ou de surexpression de NPHP1, entrainant un remodelage du cytosquelette d’actine 

(Liebau et al., 2011; Mollet et al., 2005). De façon intéressante, une inactivation de Pyk2 dans 

un modèle murin réduit drastiquement la fibrose rénale induite après une occlusion urétrale 

(Sonomura et al., 2012). La présence des protéines ciliaires NPHP1-NPHP4-NPHP8 et INVS 

aux jonctions cellulaires souligne leur rôle dans le maintien de l’intégrité de l’épithélium 

rénal et suggère que la régulation des voies de signalisation par ces protéines, telle que la 

voie WNT, serait dûe  à leur localisation au niveau du cil primaire mais également aux 

jonctions cellulaires (Mahuzier et al., 2012). Par ailleurs, les protéines ciliaires régulant 

l’organisation du cytosquelette d’actine pourrait influencer la ciliogenèse comme discuter au 

paravant (cf Cytosquelette et cil). 

III.1.2. Aux microtubules 

Comme vue précédemment, les mutations dans les gènes impliqués dans la NPH 

offre une grande diversité de phénotypes. Particulièrement, des patients porteurs d’une 

mutation homozygote p.P209L du gène TTC21B/NPHP12 codant pour l’IFT139, impliquée 

dans le transport rétrograde, présentent une NPH associée à une glomérulopathie de type 

hyalinose segmentaire et focale (HSF) (Cong et al., 2014; Davis et al., 2011). Ces lésions 

glomérulaires retrouvées dans le syndrome néphrotique, sont souvent causées par des 

mutations dans des gènes codant des protéines régulant le cytosquelette d’actine et de 

microtubule au niveau des cellules glomérulaires appelées  podocytes (Machuca et al., 2009). 

Ainsi, IFT139 localisée au cil primaire des podocytes immatures, se relocalise au niveau du 

réseau de microtubules cytoplasmiques dans les podocytes matures non ciliés. De fait, la 

déplétion d’IFT139 entraine une désorganisation du réseau de microtubules et un défaut de 

nucléation de ces derniers (Cong et al., 2014). 

Ce double rôle ciliaire et dans l’organisation des microtubules cytoplasmiques à 

également été observé pour une autre protéine IFT, IFT54. IFT54, codée par le gène 

TRAF3IP1, est un membre du complexe des IFTB connue pour interagir avec la protéine 

microtubulaire TRAF3 (facteur associé au récepteur du TNF3) (Ling and Goeddel, 2000; 

Morris et al., 2003). Des mutations de TRAF3IP1 ont été identifiées chez des patients atteints 

de NPH associée à une atteinte rétinienne (Bizet et al., 2015). Ces mutations perturbent 

l’interaction de IFT54 avec la protéine MAP4 (Microtubule associated protin 4) , protéine 

connue pour stabiliser les microtubules (Bizet et al., 2015; Ghossoub et al., 2013; Holmfeldt et 
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al., 2009), et provoque sa fixation anormale aux microtubules. Ainsi, les mutations TRA3IP1 

entrainent une stabilisation anormale des microtubules cytoplasmiques conduisant à des 

défauts de polarité cellulaire dans les cellules tubulaires rénales et les reins de patients (Bizet 

et al., 2015). 

III.1.3. Au niveau des mitoses 

Comme le cil primaire, les pôles du fuseau mitotique sont des structures 

microtubulaires. Ces deux éléments cellulaires sont aussi tous les deux différenciés à partir 

des centrosomes et partagent dans leur composition un certain nombre de protéines telle que 

NPHP2/Invs (Morgan et al., 2002), NPHP4 (Mollet et al., 2005) et plusieurs IFT dont IFT20 

(Follit et al., 2006), IFT71 (Iomini et al., 2004), IFT52 (Deane et al., 2001) et enfin  IFT88 (Robert 

et al., 2007). Parmi celles-ci, IFT88 est l’IFT qui a été la plus étudiée au niveau des pôles du 

fuseau mitotique. Le rôle d’IFT88 au niveau du processus mitotique a été mis en évidence via 

son interaction avec la dynéine-1 permettant alors le transport et la nucléation des 

microtubules périphériques au niveau pôles du fuseau mitotique. L’invalidation d’IFT88 

désorganise donc les pôles du fuseau mitotique induisant des défauts d’orientation des 

mitoses tant in vitro qu’in vivo (Delaval et al., 2011). Ces défauts d’orientation des mitoses ne 

sont pas sans rappeler la théorie de formation des kystes évoquée plus haut (cf La voie Wnt) 

et pourrait alors relier une nouvelle fois le rôle non ciliaire des NPHP à la pathologie. Cette 

hypothèse est soutenue par le fait que l’invalidation d’IFT88 chez le poisson zèbre conduit à 

des défauts de convergence extension (PCP) se traduisant chez l’animal par des anomalies de 

croissance antéro-postérieure (McIntyre et al., 2012) (cf Figure 13: Localisation extra-ciliaire 

des protéines impliquées dans les ciliopathies.). 

III.1.4. Au niveau du trafic vésiculaire 

Les défauts de polarité apico-basales dans les cellules tubulaires rénales invalidées 

pour les gènes NPHP sont prépondérants. Le trafic intracellulaire est nécessaire à 

l’établissement de la polarité apical, comme cela est le cas pour la protéine membranaire 

AQP2 (Moeller et al., 2018), et par conséquent certaines NPHP pourraient être impliquées 

dans ce mécanisme. L’IFT54, par exemple, pourrait exercer un rôle redondant à celui de la 

septine-2. En effet SEPT2 inhibe la liaison de MAP4 aux microtubules de façon similaire à 

IFT54, et maintient la polyglutamylation des microtubules permettant alors le transport de 

protéines nécessaires à l’établissement de la polarité apico-basale depuis l’appareil Trans-

Golgi (TGN) vers la membrane plasmique (Bizet et al., 2015; Spiliotis et al., 2008). 
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Cette hypothèse est renforcée par le fait qu’IFT54 interagit avec IFT20 (Follit et al., 

2009), une protéine IFT B localisée à l’appareil cis-Golgi qui participe à l’adressage de 

protéines ciliaires au cil (Follit et al., 2006). L’invalidation modérée d’IFT20 affecte la 

physiologie ciliaire en impactant le transport de polycystin-2 du golgi au cil primaire (Follit 

et al., 2006). De plus, une mutation dans le gène PIK3R4, codant pour la protéine VPS15, 

impliquée dans l’autophagie et le trafic membranaire (Lindmo et al., 2008; Volinia et al., 1995), 

impacte la localisation ciliaire d’IFT20 et conduit à un phénotype de ciliopathie (Pampliega et 

al., 2013; Stoetzel et al., 2016).   

Cette interaction et localisation avec l’appareil de golgi donne à IFT20 des rôles 

extraciliaires importants, comme son rôle dans la sécrétion de collagène (Noda et al., 2016). 

Dans un type cellulaire spécialisé, les cellules immunitaires, IFT20 exerce encore une fois un 

rôle dans le trafic intracellulaire indépendamment de son rôle de transport intraflagellaire. Il 

a en effet été démontré que l’absence d’IFT20 perturbe le recyclage du complexe TcR/DC3 

au niveau de la synapse immunologique, conduisant à une accumulation de ce complexe 

pouvant induire de potentiels syndromes immunitaires chez les patients (Finetti et al., 2009).  

Avec ces exemples un lien direct ou indirect peut être établi entre des protéines 

comportant un double rôle ciliaire et de trafic cellulaire notamment via IFT54. Ainsi, le rôle 

non ciliaire des protéines ciliaires, telles que les NPHP et les IFT, et leur impact  sur les 

phénotypes dits « ciliaires » observés dans les ciliopathies ne semblent plus à négliger. 

III.1.5. DDR 

Un autre mécanisme cellulaire impliquant plusieurs protéines de ciliopathies rénales 

est la voie de signalisation de réponse aux dommages causés à l’ADN (DDR pour DNA 

Damage Response). Cette voie comporte comme principaux acteurs ATM (Ataxia 

telangiectasia mutated) et ATR (Rad3-related protein) conduisant tous les deux à l’arrêt du 

cycle cellulaire (Bartek and Lukas, 2003). L’ATM est activée suite à une cassure double brin 

de l’ADN (DSB pour Double Strand Break) tandis qu’ATR est liée aux défauts et erreurs de 

réplication (Cimprich and Cortez, 2008). 

Parmi les gènes dont les mutations aboutissent à des défauts de DDR, on retrouve les 

gènes ZNF423/NPHP14, CEP164/NPHP15 et MRE11, responsables d’ une NPH associée à un 

situs inversus, de malformations du cerebellum et/ou d’une fibrose hépatique et pulmonaire 

(Chaki et al., 2012). Ainsi que SDCCAG8/NPHP10, NEK8/NPHP9 et MAPKBP1/NPHP20 

mutés respectivemant dans des syndromes de Bardet-Biedl et des NPH infantile ou 
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hypodysplasies rénales kystiques et NPH tardives (Grampa et al., 2016; Macia et al., 2017; 

Schaefer et al., 2011). 

Ainsi, dans les cellules mutées ou invalidées pour ces gènes, il a été observé une 

augmentation du marquage ᵧH2AX, un marqueur des DSB de l’ADN,  cohérent avec une 

altération de la réponse au DDR. (Airik et al., 2016; Choi et al., 2013; Kuo and Yang, 2008; 

Macia et al., 2017; Sivasubramaniam et al., 2008). 

ZNF423  code pour une protéine à doigts de zinc qui se localise au niveau nucléaire. 

De façon intéressante, ZNF423 peut se lier à la protéine PARP1, qui elle est capable de 

recruter les protéines MRE11 et ATM en cas de lésion de l’ADN  (Satoh et al 1992). Comme 

évoqué précédemment, MRE11 est un élément essentielle à la DDR, par son implication dans 

le complexe Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN) qui se lit aux cassures doubles brins et participe à la 

réponse médiée par ATM que ATR (Lafrance-Vanasse et al., 2015; Lamarche et al., 2010; Rein 

and Stracker, 2014). On notera qu’en cas de lésions DSB ou de stress au niveau de la 

réplication, CEP164 localisée au niveau des centrioles, peut être phosphorylée au niveau de 

sa Ser186 et relocalisée au noyau où elle est requise pour la phosphorylation de ᵧH2AX, 

CHK2 et RPA (Sivasubramaniam et al., 2008). Ainsi la perte de fonction du gène cep164 chez 

le poisson zèbre entraine une réponse aux dommages à l’ADN altérée (Chaki et al., 2012). 

Cependant une étude plus récente tend à démontrer l’absence d’implication de CEP164 dans 

la réponse aux dommages à l’ADN. En effet la déplétion de cep164 dans des cellules de 

poulet (DT40) ou sa mutation dans des cellules rétienienne humaine (RPE1) n’entraine pas 

de sensibilité accrue aux dommages à l’ADN en réponse aux rayonnements ioniques ou 

ultraviolets (Daly et al., 2016). Ainsi le rôle principal de CEP164 dans l’établissement de la 

ciliogenèse n’est pas remis en question contrairement à son rôle secondaire dans la réponse 

aux dommages ADN qui pourrait être un artefact issus des défauts entrainés par l’absence 

de cil primaire (Chaki et al., 2012; Daly et al., 2016; Sivasubramaniam et al., 2008). 

Le modèle murin Sdccag8-/-, quant à lui, a montré un blocage anormal du cycle 

cellulaire des cellules présentants une hyperactivation d’ATM associée à l’élévation du 

niveau de ᵧH2AX (Airik et al., 2016).  

Finalement, la protéine NEK8 semble intervenir à  différent niveau dans la régulation 

du processus de DDR, notamment en se liant au système de phosphorylation d’ATR et au 

complexe Cyclin A-CDK2, mais aussi en recrutant la protéine RD51 au niveau de la fouruche 

de réplication de l’ADN permettant ainsi sa protection (Abeyta et al., 2017; Choi et al., 2013). 
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Ainsi, NEK8 joue un rôle crucial dans la régulation des dommages à l’ADN via son rôle dans 

la réparation mais également dans la protection. Les défauts de la voie de DDR entrainent 

uneaccumulation de lésions de l’ADN qui conduit à une apoptose anormale chez les patients 

mutés pour NEK8 et atteints d’hypodysplasie et agénésie rénales (Grampa et al., 2016). 

Toutes ces études tendent à montrer le lien existant et cohérent avec la pathologie 

entre DDR et NPH. En effet, les patients NPH présentent des reins de taille normale voir 

diminuée, avec des tubes atrophiques observables en histologie. Ainsi un niveau de cellules 

apoptotiques anormalement élevée a été observée dans plusieurs modèles et patients atteint 

de NPH (notamment les patients porteurs de mutations NPHP1) (Grampa et al., 2016; Wang 

et al., 2018; Wodarczyk et al., 2010; Zhou et al., 2012). 

III.2. Autres gènes NPH-like à fonction extra ciliaire 

Après avoir démontré le rôle extra ciliaire de certaines NPHP, il existe aussi certaines 

NPHP dont la localisation est uniquement extra ciliaire. De façon intrigante, MAPKBP1 n’a 

jamais été localisée au niveau du cil primaire mais est recrutée aux pôles du fuseau mitotique 

au moment des phases précoces de la mitose où elle colocalise avec WDR62, une protéine 

d’échafaudage de la voie JNK à travers laquelle elle contrôle la réponse au stress, la 

migration cellulaire et la stabilité du fuseau mitotique. De façon étonnante, les cellules de 

patients mutées pour MAPKBP1 présentent en outre une augmentation de la signalisation 

du DDR sans que le mécanisme par lequel elle agit ne soit totalement identifié (Macia et al., 

2017). 

D’autres gènes codant des protéines non ciliaires ont été révélés mutés chez des 

patients avec une atteinte rénale de type néphropathie tubulo-interstitielle similaire à la NPH 

dénommé « nephronophtise-like ». On peut citer pour exemple le gène NPHP1L, FAN1 

(Zhou et al., 2012), ZNF423 (Chaki et al., 2012) ou encore SLC41A1. 

Ce dernier gène SLC41A1 code une protéine du même nom jouant le rôle de 

transporteur intracellulaire de MG2+. Une mutation entraînant la délétion de l’exon 6 du gène 

a été retrouvée chez une famille exhibant une néphrite tubulo interstitielle associée à une 

bronchectasie, « NPH-like ». Bien que la protéine soit uniquement retrouvée à la membrane 

plasmique, son invalidation par morpholinos entraine des phénotypes caractéristiques de 

ciliopaties chez le poisson zèbre, notamment une courbure de l’axe ventral, des kystes 

rénaux et une hydrocéphalie (Hurd et al., 2013; Kolisek et al., 2008; Mandt et al., 2011). 
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Une mutation dans le gène XPNPEP3NPHP1L entraine une néphrite tubulo 

interstitielle « NPH-like » associée à des atteintes symptomatiques d’une atteinte 

mitochondriale (O’Toole et al., 2010). XPNPEP3 est une protéine mitochondriale qui n’est pas 

localisée au cil. Cependant le phénotypes ciliaires observés chez le poisson zèbre suite à 

l’extinction du gène par morpholino renforce un lien déjà existant entre troubles 

mitochondriaux et syndromes rénaux (Martín-Hernández et al., 2005; Niaudet, 1998). On 

notera également le lien entre XPNPEP3 et le cil primaire, puisque différentes protéines 

ciliaires dont CEP290/NPHP6, ALMS1, et LRRC50 se trouvent être des cibles de l’activité 

protéolytiques de XPNPEP3 (O’Toole et al., 2010). Enfin il a récemment été montrer que 

XPNPEP3 est une cible de la régulation de la voie WNT, dépendante du cil primaire (Kumar 

et al., 2018). 

Ainsi les atteintes rénales de type « NPH-like » pourraient aussi bien être une 

nouvelle fois expliquées par un rôle extraciliaire de la protéine jouant sur le métabolisme 

comme par son rôle sur les protéines ciliaires (cf La régulation). 

Ces exemples permettent d’exposer que certains défauts comme des défauts de DDR, 

d’homéostasie du magnésium ou encore des défauts mitochondriaux peuvent conduire à des 

phénotypes « NPH-like » de façon totalement indépendante du cil primaire. Cela nous 

permet donc d’imaginer que les atteintes de type néphrites tubulo interstitielles retrouvées 

chez les patients NPH pourrait être causées par différents mécanismes associés aux fonctions 

diverses des gènes NPH. 

Enfin, la derniere partie de ce chapitre s’interessera à deux protéines BICC1 et ANKS3 

dont les mutations ont été identifiés dans des familles avec NPH et atteintes hépatiques et 

dont les fonctions ciliaires et extraciliaires ont fait l’objet de mon travail de thèse (cf Aspects 

cliniques). 
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Figure 13: Localisation extra-ciliaire des protéines impliquées dans les ciliopathies. 
Plusieurs protéines NPHP et IFT se localisent aux jonctions cellulaires où elles interagissent avec les adhésions 
focales, au noyau, au niveau des vésicules cellulaires et des microtubules. Dans les cellules en division on peut les 
retrouver au niveau des pôles du fuseau mitotique. Les NPHPs sont notées en gras 
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IV- ANKS3, un nouveau candidat de ciliopathies rénales 

Comme vu précédemment, il existe une grande hétérogénéité génétique au sein de la 

NPH et des ciliopathies, environ 40% des patients n’ayant pas de mutations causales encore 

identifiées. Par des approches d’analyse de liaison et de séquençage d'exomes, nous avons 

identifié de nouveaux gènes candidats de ciliopathie. Parmi eux, ANKS3, pour lequel nous 

avons mis en évidence une mutation faux-sens homozygote chez 3 individus présentant une 

NPH tardive, avec un âge d’IRT moyen de 35ans, et une fibrose hépatique. 

IV.1. Généralités 

La protéine ANKS3 (Ankyrin Repeat And Sterile Alpha Motif Domain Containing 3) 

est une protéine de 656 acides aminés présentant 3 groupes structurels distincts. ANKS3 

présente dans sa partie N-terminale, une répétition de 6 domaines Ankyrine (acides aminés 

34 à 220), et dans sa partie C-terminale un domaine SAM (425 à 488), tous deux séparés par 

une région riche en leucine (cf Figure 14: Structure et interactions d’ANKS3, ANKS6 et 

BICC1). Les domaines Sterile Alpha Motif (SAM) sont parmi les modules plus communs au 

sein des protéines du génome eucaryotes et retrouvés dans plus de 1000 protéines (Knight et 

al., 2011; Qiao and Bowie, 2005; Stapleton et al., 1999). De plus, la présence d’un domaine 

SAM au sein d’une protéine implique des fonctions diverses pour celle-ci. En effet, que ce 

soit sous forme de polymères (Baron et al., 2006, 2006; Harada et al., 2008; Kim et al., 2001, 

2005a; Qiao et al., 2004) ou d’oligomères (Douziech et al., 2006; Leone et al., 2008; Qiao et al., 

2004; Rajakulendran et al., 2008; Ramachander et al., 2002), les domaines SAM sont connus 

pour se lier entre eux mais aussi à d’autres domaines, tels aux MAP kinases (Qiao et al., 2006), 

aux ARNs comme peut le faire la protéine Smaug (Johnson and Donaldson, 2006) ou encore 

aux lipides (Bhunia et al., 2009). Les domaines ANK eux sont connus pour se compacter les 

uns avec les autres avec un léger angle de torsion au sein d’un motif de type hélice-boucle-

hélice-B-épingle à cheveux-boucle afin de créer des interactions protéines spécifiques (Li et 

al., 2006; Mosavi et al., 2004). 
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IV.1.1. Localisation 

Nombre d’interactants d’ANKS3 sont des protéines ciliaires : parmi lesquelles des 

protéines du CI : ANKS6, NEK8, INVS et NPHP3 (Hoff et al., 2013; Sang et al., 2011b; Shiba et 

al., 2010),  et les protéines de la TZ, NPHP1 et NPHP4 (Mollet et al., 2002, 2005).  

Concernant la localisation cellulaire et ANKS3, elle semble variée selon les types 

cellulaires et les modèles analysés. De façon assez attendue, dans les reins de souris, ANKS3 

a été retrouvée localisée au cil (Delestré et al., 2015), tandis que l’utilisation d’une protéine de 

fusion ANKS3-GFP chez le Xénope révèle la présence de la protéine sous forme  de large foci 

au niveau des corps basaux des cellules multiciliées (Yakulov et al., 2015a). Cependant, dans 

les cellules rénales HEK293T et mIMCD3,  la protéine endogène ou une protéine fusionnée à 

la GFP semble être exclue du cil primaire et retrouvées de façon cytoplasmique plus ou 

moins granulaire en fonction du degré de polarisation des cellules IMCD3 (Rothé et al., 2015, 

2018). La localisation de ANKS3 apparait donc dynamique et multiple, sa localisation au cil 

restant une donnée discutée. De plus, ANKS3 n’a été retrouvée dans aucune des analyses 

protéomiques menées récemment sur le cil. Etant donné la multitude de partenaires, 

également localisés à différents endroits de la cellule, la localisation cytoplasmique d’ANKS3 

semble la seule permettant d’expliquer toutes les interactions possibles. 

IV.2. Modèles in vivo et mutation Humaine 

Plusieurs modèles de rongeurs, nématodes ou encore poissons zèbre ont été utilisé 

pour comprendre la fonction de ANKS3. Ainsi, le rôle d’ANKS3 dans la détermination de la 

latéralité et la kystogenèse rénale a été souligné, supportant un rôle au niveau du cil. En effet, 

l’invalidation d’ anks3 chez le poissons zèbre conduit à l’apparition de kystes au niveau du 

pronephros aux premiers stades de développement associés à des défauts d’établissement de 

la latéralité (situs inversus) (Yakulov et al., 2015). L’utilisation du Xénope à quant à elle 

permis de démontrer la présence d’ANKS3 au niveau des cils motiles des cellules 

multiciliées de l’épiderme (Yakulov et al., 2015). De plus, il apparait dans ce modèle que la 

protéine NPHP1 est nécessaire à l’agrégation d’ANKS3. Enfin, chez le rat, ANKS3 est 

exprimée au niveau des tubes proximaux, siège des kystes chez les rats délétés du domaine 

SAM d’ANKS6. Ainsi, les différents partenaires d’ANKS3 semblent avoir un rôle dans sa 

localisation. 

Par ailleurs, par analyse d’exome, une mutation faux sens homozygote dans le 

domaine ankyrine de la protéine ANKS3 a été identifiée chez un patient de 4ans présentant 
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un situs inversus, des atteintes cardiaques associés à une hypoplasie du corps calleux et une 

atrophie diffuse du cerveau. On notera alors le phénotype suggérant des troubles 

developpementaux causé par cette mutation p.H147N au niveau des domaines ANK de 

ANKS3. Toutefois, le patient ne présente pas d’atteinte rénale ou d’autres atteintes 

évoquateur d’une ciliopathie (Shamseldin et al., 2016) (cf Discussion)). 

IV.3. Les partenaires connus de ANKS3 

ANKS3 est devenu d’autant plus étudié après son apparition comme acteur d’un 

réseau protéique, au sein d’une étude protéomique TAP-FLAG menée à partir de la protéine 

ANKS6 (Hoff et al., 2013). Depuis, deux autres études ont permis de confirmer et d’étendre le 

réseau d’interactions de la protéine ANKS3 parmi lesquelles on retrouvera principalement 

ANKS6, BICC1, NPHP1 et NPHP4 et plusieurs NIMA Kinases dont NEK8 (Leettola et al., 

2014; Yakulov et al., 2015). ANKS3 a  été reliée à la pathologie de la NPH par ses interactions 

avec les protéines NPHP. 

IV.3.1. Membres d’un réseau NPH 

Outre son interaction avec ANKS6, ANKS3 a été démontré par co-

immunoprecipitation, comme interagissant aussi avec les autres protéines du complexe CI 

tel que NPHP3, INVS/NPHP2 et NEK8 (Yakulov et al., 2015a). Utilisant un screen 

protéomique basé sur des gènes candidats de la NPH, il a ensuite été montré que ANKS3 est 

aussi capable d’interagir avec d’autres NPHP dont notamment NPHP1 et NPHP9/NEK8. 

Comme présenté précédemment (cf La zone de transition (TZ)), NPHP1, NPHP4 et 

NPHP8/RPGRIP1L ont déjà été montré comme interagissant ensemble (Delous et al., 2007; 

Mollet et al., 2002, 2005) formant un complexe fonctionnel au niveau de la TZ et dans 

l’organisation apicale des cellules épithéliales polarisées (Sang et al., 2011b). La précipitation 

de RPGRIP1L a ainsi montré une interaction entre NPHP1, NPHP4 et ANKS3 mais pas avec 

ANKS6, suggérant qu’ANKS3, à l’image de NPHP,3 puisse interagir avec les protéines des 

deux modules, NPH et CI (Yakulov et al., 2015). Ainsi ANKS3 a été présentée par ses 

interactions comme une protéine NPHP-Like. 
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IV.3.2. ANKS3 et les NIMA 

Comme cité précédemment, ANKS3 est connue pour interagir avec plusieurs 

protéines de la famille des NIMA kinase telles que la protéine NEK8 et la protéine NEK7. 

IV.3.2.1. NEK8 

NEK8 est un acteur majeur du compartiment CI et de la détermination de la latéralité 

droite gauche. Son rôle principal est la phosphorylation de substrats parmi lesquels on 

retrouve de Polycystine 2 (Sohara et al., 2008) et ANKS6 (Czarnecki et al., 2015; Nakajima et 

al., 2018). Ainsi l’utilisation de modèles de souris in vivo « ANKS6Streaker », présentant une 

diminution d’interaction entre ANKS6 et NEK8 et le modèle « NEK8Roc » dont la fonction 

Kinase de NEK8 est inactivée ont permis de révéler la synergie de ces deux acteurs. En effet, 

l’absence d’interaction entre NEK8 et ANKS6 ou l’absence de phosphorylation de ANKS6 

par NEK8 induisent le même phénotype, à savoir des défauts cardiopulmonaires, des reins 

kystiques et un situs inversus, n’étant pas sans rappeler les phénotypes induits par 

l’inactivation des acteurs du CI (Bergmann et al., 2008; Manning et al., 2013; McQuinn et al., 

2001).  

Curieusement, malgré leur forte ressemblance structurale et leurs interaction 

mutuelle avec NEK8, ANKS3 à contrario de ANKS6 n’est ni le substrat ni l’activateur de la 

fonction kinase de NEK8 (Czarnecki et al., 2015). 

IV.3.2.2. NEK7 

Les NEK Kinases contrôlent de nombreux et différents aspects du cycle cellulaire et 

de la mitose. Bien qu’aucune protéines NEK ne soit indispensable à l’entrée en mitose, il est 

néanmoins établit que NEK2, NEK6 , NEK7 et NEK9 participent à de nombreux changement 

structuraux au moment de la transition de l’interphase à la mitose des cellules. Notamment, 

ces NEK participent à la formation du pôle mitotique à la condensation de la chromatine ou 

encore à la rupture de l’enveloppe nucléaire (De Souza et al., 2000; Grallert and Hagan, 2002; 

Grallert et al., 2004; Holland et al., 2002; Krien et al., 1998; Wu et al., 1998). NEK7 est localisée 

au cytoplasme et dans le noyau mais sa localisation centrosomale est particulièrement 

augmentée au cours du cycle cellulaire (Kim et al., 2007; Ramachandran et al., 2015). De façon 

intéressante, lors de la coexpression de NEK7 avec ANKS3, NEK7 se retrouve totalement 

exclue du noyau, pouvant ainsi avoir une incidence sur le cycle cellulaire (Ramachandran et 

al., 2015). De plus, la kinase NEK7 semble affecter le statut post traductionnel de la protéine 

ANKS3 en modulant la majorité des sites de phosphorylation Serine/Threonine de 
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l’extrémité N terminal des domaines Ankyrines d’ANKS3. De plus, des modifications 

entrainant de plus fortes répercutions, comme une possible SUMOylation des acides aminés 

193-196 des domaines Anlyrines d’ANKS3 est envisageable. De façon intéressante, ces 

modifications apparaissent même en présence d’une forme « kinase dead » de NEK7 

suggérant que NEK7 recruterait d’autres kinases et/ou une SUMO E3 ligase pour agir sur 

ANKS3. Jusqu’à présent, aucune preuve d’une quelconque affection du cycle cellulaire par 

ANKS3 n’a été démontrée mais il reste possible que cette exclusion de NEK7 du noyau par 

ANKS3 puisse avoir un effet sur ce mécanisme. 

IV.3.3. ANKS6 

Comme déjà initié, les protéines de la famille ANKS tel qu’ANKS6 ou ANKS3 sont 

caractérisées par la présence des répétitions des motifs Ankyrine mais aussi par la présence 

d’au moins un domaine SAM (cf Figure 14: Structure et interactions d’ANKS3, ANKS6 et 

BICC1). Ainsi la protéine ANKS6 contient 11 répétitions de domaine Ankyrine en son 

extrémité N terminale et un domaine SAM en son extrémité C terminale, quand la protéine 

ANKS3 contient 6 répétitions de domaine Ankyrine et un domaine SAM suivi de 168 acides 

aminés à l’extrémité C terminale (cf Figure 14: Structure et interactions d’ANKS3, ANKS6 et 

BICC1). Elle présente donc une forte homologie structurale avec la protéine ANKS3 et leur 

deux types de domaines identifiables leur permettent d’interagir l’une avec l’autre via les 

interactions ANK/ANK et SAM/SAM. L’identification des partenaires protéiques d’ANKS6 

et la caractérisation de leurs rôles biologiques au sein du tissu rénal contribue à la 

compréhension des mécanismes de kystogénèse. Ainsi les interactions entre ANKS6 et les 

protéines associées à la NPH tel que INVS, NEK7, NEK8 ou encore NPHP3 supportent le 

rôle de ANKS6 dans la physiopathologie des maladies kystiques (Czarnecki et al., 2015; Hoff 

et al., 2013). Plusieurs mutations de ANKS6/NPHP16 ont déjà été reportées (Hoff et al., 2013; 

Taskiran et al., 2014) et selon leur nature et leur localisation, elles entrainent des phénotypes 

de sévérité variable. Ces mutations incluent des mutations tronquantes dans le domaine 

SAM et une mutation faux-sens dans les domaines ANK associées respectivement a des 

formes syndromiques ou isolés de polykystoses rénales tandis qu’une mutation d’un site 

d’épissage induisant la perte du dernier exon a été retrouvée chez une famille présentant une 

NPH juvénile. Une mutation homozygote induisant un décalage du cadre de lecture 

(c.1010_1011del, p.G337Afs*16) entraine un phénotype létal similaire aux mutations perte de 

fonction de NEK8, à savoir des reins kystiques associés à une fibrose pancréatique, un situs 

inversus et une cardiopathie. De façon intéressante, le phénotype induit par des mutations 
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tronquantes de ANKS6 est similaire au phénotype du modèle murin Anks6Streaker (reins 

kystiques, situs inversus et anomalies cardiaques), où la mutation p.M187K  entraine une 

altération de  l’interaction de ANKS6 avec NEK8. Les autres modèles animaux porteurs des 

mutations du gène Anks6 présentent tous un phénotype de type polykystose rénal. De plus, 

deux modèles, respectivement de rat cy/+ et de souris ENU-induites, porteurs de la 

mutation p.I747N à l’etat hétérozygote présentent des reins polykystique (Bakey et al., 2015; 

Nagao et al., 2010). Même si ces deux modèles présentent une mutation au niveau des 

domaines SAM, ils présentent des phénotypes de polykystoses rénales différents tant d’un 

point de vue de la progression, que de la présence de kystes, de fibrose pancréatique ou 

hépatique et du types de segments néphrotiques où les kystes se développent (Bakey et al., 

2015). 

IV.3.4. BICC1, une RNP impliquée dans la régulation des transcrits ciliaires 

ANKS3 et ANKS6 forment un complex multiprotéique avec la protéine BICC1 (Bakey 

et al., 2015; Delestré et al., 2015; Leettola et al., 2014; Ramachandran et al., 2015; Stagner et al., 

2009; Yakulov et al., 2015a) (cf Figure 14: Structure et interactions d’ANKS3, ANKS6 et 

BICC1). BICC1 est une protéine  composée, dans la partie N-terminale, de 3 domaines KH et 

de 2 domaines KH-like capables de lier l’ADN, et d’un domaine SAM en C-terminal (REF 

Figure). Malgré une similarité allant de 41% à 57%, les domaines SAM de BICC1, ANKS6 et 

ANKS3  diffèrent dans leur potentiel d’auto polymérisation. En effet, alors que le domaine 

SAM de ANKS6 est ne permet pas de se polymériser avec lui-même, les domaines SAM 

recombinants de BICC1 et ANKS3 forment spontanément des homopolymères (Knight et al., 

2011; Leettola et al., 2014). L’homopolymérisation via les domaines SAM a ensuite été 

confirmée pour la protéine BICC1 comme un phénomène également réel in vivo a partir de 

coupe de tissus de souris (Rothé et al., 2015). Malgré cette capacité identique à 

l’homopolymérisation, les domaines SAM de ANKS3 et BICC1 restent différents 

principalement par leur structure en cristallographie où le domaine SAM de BICC1 forme 

une structure hélicoïdal avec un motif de 6 « domaines SAM » tandis que la structure du 

domaine SAM de ANKS3 est faite de 8 domaines par tour (Leettola et al., 2014; Rothé et al., 

2015). Plus que de l’homopolymérisation, il a été démontré que les domaines SAM de BICC1, 

et de ANKS3 recombinants peuvent médier in vitro une co polymérisation (Rothé et al., 2018). 

Cependant l’étude in vivo semble montrer que la protéine ANKS3 entraine plutôt la 

formation de large foci BICC1 via son long domaine C terminal, suggérant que cette 

séquence flanquante inhibe la formation de co polymères de domaine SAM (Rothé et al., 
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2018). Enfin l’association ANKS6/BICC1 a été démontrée comme indirecte et médiée via une 

interaction avec la protéine ANKS3 (Rothé et al., 2018). De façon très intéressante, cette 

intéraction est d’autant plus importante en absence de traitement à la RNAse suggérant 

l’implication de un ou plusieurs ARNs au sein de ce complexe (Stagner et al., 2009). 

IV.3.4.1. Modèles in vivo de BICC1 et mutations humaines 

Le rôle de BICC1 dans les processus conduisant à la kystogenèse rénale a été étudié 

grâce à l’utilisation de différents modèles animaux et de mutations humaines. Alors que les 

mutations humaines des gènes ANKS3 et ANKS6 sont récessives, la situation est plus 

complexe pour BICC1. En effet, des mutations hétérozygotes de BICC1 ont été rapportées 

chez des patients présentant une dysplasie rénale kystique, une mutation non-sens dans le 

premier domaine KH et une mutation faux-sens dans le domaine SAM, les deux conduisant 

à une activation anormale de la voie Wnt canonique (Kraus et al., 2012). Ces mutations 

montrent que l’effet BICC1 peut être à caractère dominant. Chez la souris, une mutation 

troncante du gène Bicc1 à l’état hétérozygote est suffisante pour induire un sévère phénotype 

kystique dans des modèles de souris jcpk ou CHD (Congenital Heart Disease) (Flaherty et al., 

1995; San Agustin et al., 2016). En revanche une mutation faux-sens chez une souris bpk, un 

modèle de PKD autosomique récessive (ARPKD), est nécessaire pour entrainer des reins 

kystiques (Cogswell et al., 2003; Flaherty et al., 1995). D’autres modèles comme un modèle de 

Xénope déplété pour bicc1 par injection de morpholino a été étudié et présente des défauts de 

latéralité et un œdème causé par des défauts de différenciation des tubes néphrotiques, sans 

anomalies apparentes de la ciliogénèse (Tran et al., 2010). Le modèle Drosophile mutant bicc1 

présente une dégénérescence rénale kystique entrainant une réduction de la fonction rénale. 

Ce modèle présente comme les modèles de PKD une suractivation de la voie mTOR. 

L’administration de Rapamycine est capable de sauver le phénotype chez la Drosophile, 

suggérant un contrôle négatif de BICC1 sur la voie mTOR (Gamberi et al., 2017). La délétion 

ciblée de Bicc1 a également permis de démontrer son implication dans le positionnement 

planaire des cils motiles du nœud embryonnaire murins qui régit l’établissement de la 

latéralité droite gauche. 

IV.3.4.2. Fonctions de BICC1 

IV.3.4.2.1. Localisation 

Le phénotype observé dans les modèles animaux et chez les patients BICC1 suggère 

un rôle crucial de BICC1 dans l’homeostasie rénale et dans le fonction du cil. Récemment, 
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BICC1 a été localisée au cil primaire de cellules épithéliales porcines LLC-PK (Mohieldin et 

al., 2015). BICC1 est aussi localisée au niveau du centrosome des cellules mIMCD3 en 

division où elle est impliquée avec OFD1 dans la stimulation de la machinerie générale de 

traduction (Iaconis et al., 2017). Cependant, BICC1 a aussi souvent été décrit localisée au 

niveau des P-bodies (cf Processing bodies) ou en agrégats cytoplasmiques. pouvant être aussi 

bien des complexes ribonucléoprotéiques que des polymères de protéines BICC1. (Iaconis et 

al., 2017; Maisonneuve et al., 2009; Rothé et al., 2018). 

IV.3.4.2.2. Rôle de BICC1 dans la régulation génique  

La régulation des ARNs par BICC1 a été démontrée dans plusieurs modèles et 

pourrait être à l’origine des phénotypes kystiques observés. En effet, BICC1 est impliquée 

dans la répression de la traduction des ARNs de l’adénylate cyclase 6 (AC6) et de l’inhibiteur 

de PKAα (PKI α) au niveau des reins de souris (Maisonneuve et al., 2009; Piazzon et al., 2012). 

Les souris invalidées pour Bicc1 présentent une accumulation d’AMPc et d’AC6 connues 

pour leur rôle dans la croissance kystique dans les tubules rénaux. La protéine BICC1 est 

capable de lier d’un côté l’ARNm d’AC6, et de recruter le miARN antagoniste miR-125a au 

près de DICER, afin d’ induire la répression de la traduction de AC6 (Piazzon et al., 2012). De 

façon très similaire, BICC1 induit la repression de PKIα en recrutant le miARN miR-27a 

(Piazzon et al., 2012). Enfin, les analyses moléculaires montrent que BICC1 régule la stabilité 

de l’ARN de PKD2 et sa traduction. En effet, BICC1 antagonise l’activité répressive du 

miARN miR-17, un miARN spécifique de l’extrémité 3’UTR de l’ARNm de PKD2. Ce rôle 

prépondérant dans la régulation génique via les miARNs est confirmé par le sauvetage 

phénotypique effectué par la réduction de l’activité du miARNs miR-17 chez le modèle de 

Xénope déplété pour BICC1. Bien que le mécanisme par lequel BICC1 contrôle négativement 

l’activité répressive de miR17 ne soit pas élucidé, il est proposé qu’elle remplace, au sein du 

complexe repressif médié par miR17, une protéine avec une activité de répression. Le 

candidat idéal de cette substitution pourrait être la protéine Argaunote-2, AGO2, connue 

pour son activité endonucléasique intrasèque lui permettant de dégrader des ARNs soit via 

la formation de miARNS ou en les dégradant directement (Tran et al., 2010).  

Outre sa capacité à lier l’extrémité 3’UTR des ARNs cibles via ses domaines KH, 

BICC1 est capable via son domaine SAM de s’homopolymériser en de large foci 

cytoplasmique pouvant permettre la répression traductionnelle (Rothé et al., 2015). De façon 

intéressante, cette polymérisation de BICC1 est également nécessaire pour augmenter sa 

stabilité. Cette même stabilité est primordiale à la régulation des voies mTOR et Wnt 
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canonique (Maisonneuve et al., 2009; Rothé et al., 2015; Shillingford et al., 2012). Il est 

intéressant de noter, que seule la stabilité de BICC1, et donc son niveau d’expression 

protéique, est important dans la régulation de la voie Wnt, puisqu’un mutant incapable 

d’homopolymériser (délétés du domaine SAM, ou par encombrement stérique suite à la 

mutation BICC1bpk) peut toujours réguler la voie Wnt de façon physiologique s’il est exprimé 

à un niveau adéquat (Rothé et al., 2015). Ainsi BICC1 sera capable de relier un ligand clé de 

la voie WNT, DVL2 à un complexe de régulation des ARNs, les processing bodies (cf Figure 

17: Mécanismes d'action des miARNs et du complexe miRISC). 

 

Figure 14: Structure et interactions d’ANKS3, ANKS6 et BICC1 
Les protéines ANKS3, ANKS6 et BICC1 exhibent des domaines SAM et Ankyrine (ANKS3 et ANKS6) et KH 

(BICC1).  Les possibles interactions déjà publiées sont indiquées par des tirets. On notera notament l’interaction 

indirecte entre ANKS6 et BICC1 médiée par les interactions de chacun avec ANKS3. Les domaines KH de BICC1 

pouvent être le lieu d’interaction avec les ARNs.  
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V- Régulation Génique 

Comme évoqué précédemment, la protéine BICC1 régule le destin post-transcriptionnel 

de différents gènes tels que PKD2, PKIα ou encore AC6. En tant que partenaire de BICC1 

nous avons, dans ce manuscrit, étudié le rôle d’ANKS3 dans cette régulation post-

transcriptionnelle, c’est pourquoi cette étape sera développée par la suite. 

Qu’est-ce que l’expression génique finale, si ce n’est la protéine et sa fonction? ADN 

(acide désoxyribonucléique), transcription, ARN (acide ribonucléique), traduction, protéine, 

tout le monde ou presque à cet enchaînement en tête (cf Figure 15: Régulation de l'expression 

génique). Mais là où l’ADN apparaît comme support de l’information génétique et donc base 

de l’expression protéique, il contient en réalité seulement entre 20 000 et 25 000 gènes pour 

plus de 100 000 protéines finalement exprimées (Lander et al., 2001). Le dogme « un gène, 

une protéine » semble bien loin de la réalité et le large répertoire de protéines présenté par 

chaque cellule humaine est nécessaire pour le développement, la survie et l’adaptation de 

cette dernière à son environnement. Les cellules d’un même organisme exhibant un 

patrimoine génétique commun, doivent cependant s’adapter à différents environnements, 

différentes fonctions divergent alors par leur transcriptome, leur protéome et leur 

métabolome. Pour arriver à de telles différences singulières, l’expression génique doit être 

finement régulée, tant sur le plan qualitatif (expression d’un transcrit plutôt qu’un autre 

pour un gène donné) que quantitatif (niveau d’expression global). Que se soit sur le côté 

qualitatif ou quantitatif, les deux sont soumis à deux paramètres complexifiant le mécanisme, 

le paramètre de la régulation spatiale, et le paramètre temporel. On différencie alors 3 

mécanismes primordiaux, la régulation transcriptionnelle (de l’ADN au pré ARN), la 

régulation post transcriptionnelle (de l’ARN à la protéine), et la régulation post 

traductionnelle (la modulation protéique). Evidemment, certains de ces mécanismes ont plus 

d’importance et d’influence sur l’expression génique que d’autres, les régulations protéiques 

étant minoritaires comparées aux régulations exercées au niveau de l’ARN (Schwanhäusser 

et al., 2011).  
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Figure 15: Régulation de l'expression génique 
L’expression génique est la résultante de l’expression d’un gène d’un point de vu protéique. Ainsi l’ADN est 

transcrit en ARNm qui est traduit en protéine. 
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V.1. Les régulations post transcriptionnelles 

Après leur transcription par les ARN polymérases, les ARN sont maturés par ajout 

d’une coiffe ou cap en 5’ correspondant à l’ajout d'une guanosine méthylée en position N7 et 

par l’ajout en leur extrémité 3’ d’une structure appelée queue polyadenylée (polyA). Ces 

étapes se déroulent de façons concomitantes à la transcription et peuvent s’influencer les 

unes les autres (Proudfoot and O’Sullivan, 2002; Proudfoot et al., 2002). Les régulations post 

transcriptionnelles correspondent aux régulations faites au niveau ARN. On peut les séparer 

en régulation opérée au niveau de l’accès à la traduction, et en régulation opérée au niveau 

de la stabilité et de la demi-vie des ARNs. 

V.1.1. Régulation spatiale 

Après sa maturation, la dernière partie du voyage de l’ARN entre son site de 

transcription et le cytoplasme où il sera pris en charge pour y être traduits est l’export 

nucléaire (cf Figure 18: Vie des ARNm). Cet export du noyau au cytoplasme se déroule via 

les complexes de pores nucléaires (NPC) et se déroulent sous forme de complexes messagers 

ribonucleoprotéiques (mRNPs). Plus qu’une simple étape dans la vie de l’ARNm, le 

transport à travers l’enveloppe nucléaire est aussi une étape de contrôle de la qualité de 

l’ARNm. Effectivement, en plus d’être inutile, l’envoi d’ARNm non maturés ou défectueux 

au niveau du cytoplasme pour y subir la traduction, peut être cytotoxique pour la cellule 

(Daguenet et al., 2015). Après leur export, les ARNm non traduits peuvent être accumulés 

dans deux types de complexes ribonucleoprotéiques cytoplasmiques différents: les P-bodies 

qui contiennent la machinerie de dégradation (Anderson and Kedersha, 2006; Franks and 

Lykke-Andersen, 2008; Parker and Sheth, 2007) et les granules de stress qui contiennent, 

entre autres, les éléments de la machinerie de traduction (facteurs de traduction, polysomes 

ect…) (Buchan and Parker, 2009). Toutes ces différentes étapes sont sujettes à des régulations 

et font partie intégrante d’un processus clé dans la possible expression finale du gène (cf 

Figure 18: Vie des ARNm). 

V.1.1.1. Processing Bodies et Granules de Stress  

La protéine BICC1, a, à contrario de ANKS3, été démontré comme présente dans les 

GS (granules de stress) et les P-bodies (Processing bodies), des structures incontournables de 

la régulation spatiale de l’expression génique, par de nombreuses études protéomiques. 

(Hubstenberger et al., 2017; Markmiller et al., 2018; Youn et al., 2018). Compte tenu du lien 

étroit existant entre les GS et les P-bodies, on peut envisager que le coassemblage de ces deux 
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entités coordonne différents processus en réponse au stress comme l’ajustement de 

l’expression ARN et protéique, la redirection des ressources énergétiques de façon à 

répondre à un mode de survie. Nous nous interessons donc au lien et à la fonction qui 

pourrait exister entre ces complexes ribonucléoprotéiques et les protéines ANKS3 et BICC1, 

principalement dans la régulation génique. 

V.1.1.1.1. Processing bodies 

Il est commun d’admettre que les ARNm existent sous deux états au sein des cellules: 

un état actif de traduction et donc associés aux polysomes, et un état de traduction réprimée 

et alors retrouvés au sein des P-bodies. Les P-bodies sont formés de RBP (RNAbinding 

protein) notamment des acteurs cytoplasmiques de la dégradation ARN qui servent de 

marqueurs spécifiques regroupées autour de molécules d’ARN (van Dijk et al., 2002; 

Kedersha et al., 2005; Ozgur et al., 2010). Les GW-bodies pour « GW182-bodies » présentent 

beaucoup de similarités avec les P-bodies dont notamment de nombreuses protéines en 

commun. Presque indifférentiables morphologiquement (Liu et al., 2005), la différence entre 

ces deux structures pourrait résider dans l’habilité préférentielle des GW-bodies à se former 

autour d’effecteurs de la machinerie miARN tel que GW182 (ou TNRC6) et Argonaute 

(Eystathioy et al., 2002), cependant leur différences ne sont pas clairement prouvées, c’est 

pourquoi ils seront traités comme une seule et même entité dans ce chapitre. Les P-bodies 

sont présents dans les cellules non stressées mais leur formation est augmentée en réponse à 

un stress ou dans toutes autres conditions induisant l’inhibition de l’initiation de la 

traduction (Kedersha et al., 2005; Teixeira et al., 2005). Les P-bodies sont des agrégats 

dynamiques dont l’assemblage est dépendant et proportionnel à la quantité d’ARNm non 

traduits (Liu et al., 2005; Pillai et al., 2005; Teixeira et al., 2005). En plus de ces ARNm non 

traduits, les P-bodies contiennent tout un arsenal de protéines impliquées dans la machinerie 

de dégradation de l’ARN et d’inhibition de la traduction. Parmi ces facteurs, on retrouve 

principalement DCP1/DCP2, les facteurs de décapage, EDC3 et le complexe LSM1-7, les 

facteurs réprimant la traduction et activant le décapage comme Dhh1/RCK/p54, Pat1 et 

Scd6/RAP55, entre 30 et 50 exonucléases dont la protéine Xrn1 et le complexe 

Ccr4/Pop2/Not deadenylase (Anderson and Kedersha, 2006; Eulalio et al., 2007a; Parker and 

Sheth, 2007). Les P-bodies peuvent aussi contenir des ARNm et des protéines impliquées 

dans le NMD (dégradation des ARNms non sens) (Franks and Lykke-Andersen, 2008; Sheth 

and Parker, 2006; Shyu et al., 2008). Les P-bodies des métazoaires contiennent, 

spécifiquement et en plus des facteurs sus cités, des protéines et des miARN impliqués dans 
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le mécanisme de répression génique via les miARN (Eulalio et al., 2008a; Lian et al., 2009). 

Enfin, bien que les facteurs d’initiation de la traduction et les protéines ribosomales soient 

généralement excluent des P-bodies, on y retrouve tout de même le facteur eIF4E associé aux 

ARN présents au sein des P-bodies. Par ailleurs, les P-bodies contiennent également en 

quantité non limitante le facteur eIF4E-T, un inhibiteur spécifique de la fonction de eIF4E 

(Andrei et al., 2005; Ferraiuolo et al., 2005). Une technique de tri de particules par 

fluorescence activée (FAPS) a récemment permis  la purification des P-bodies et 

l’identification de centaines de protéines et de milliers d’ARNs. Ainsi plus de 20% des 

transcrits cytoplasmiques transitent à un moment via les P-bodies (Hubstenberger et al., 

2017).  De façon intéressante la majorité de ces transcrits sont caractérisés par leur absence de 

queue polyA du fait d’une déadénylation comme phase d’initiation de l’assemblage de P-

Bodies (Zheng et al., 2008). 

Il semblerait finalement qu’outre leur rôle dans la répression et la dégradation en tant 

que régulateur génique, les P-bodies pourraient avoir un rôle de réservoir d’ARNm non 

traduits afin de pourvoir la cellule en ARNm, en cas de necessité d’adaptation rapide 

(Hubstenberger et al., 2017) (cf Figure 16: La désadénylation, une étape pré-requise à la 

formation des PBs ; Figure 18: Vie des ARNm). 

V.1.1.1.2. Granules de stress 

Ces granules de stress (GS) aussi connues sous le nom de granules de choc thermique 

sont des agrégats réversibles formés d’ARNs non traduits et de ribonucléoprotéines, décrits 

dans des cellules de tomates en 1989 (Nover et al., 1989). Il est intéressant de noter que les P-

bodies et les GS, peuvent contenir à un moment t les mêmes espèces d’ARNm (Kedersha et 

al., 2005), les deux compartiments se différenciant alors par l’état de l’ARNm en présence. En 

effet, il apparait qu’au sein des GS, les ARNm sont polyadenylés (Kedersha et al., 2000, 1999) 

et la présence des facteurs eIF4G et PABP suggèrent que les ARNm associés aux GS peuvent 

l’être à l’état circulaire. Alors que les P-Bodies sont connus pour s’assembler autour des 

enzymes clés de la dégradation ARN, les GS ont été décrits pour leur assemblage autour des 

composants de la traduction protéique. Ces dernières révélations suggèrent que les ARNm 

présents au niveau des GS sont inhibés d’un point de vue traductionnel mais non sujet à une 

dégradation immédiate, contrairement aux ARNm des P-bodies (Cougot et al., 2004; Franks 

and Lykke-Andersen, 2007; Sheth and Parker, 2003, 2006). Ainsi, certains ARNm confinés 

dans les GS mais aussi dans les P-bodies peuvent sous certaines conditions se ré engager 

dans la traduction après leur sortie (Bhattacharyya et al., 2006; Brengues et al., 2005; Cougot et 
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al., 2004; Kedersha et al., 2000). Initialement décrits comme de larges agrégats cytoplasmiques 

d’ARN messagers devenant visibles microscopiquement lorsque la synthèse protéique est 

inhibée en réponse à différents stress, cette définition a été mise à jour lorsque les GS ont été 

présentées comme contenant des complexes de préinitiation de la traduction et des protéines 

liant l’ARN (RNA-BP) (Kedersha et al., 2000, 2002, 1999). Contrairement aux P-bodies, on y 

retrouve en effet les facteurs d’initiations eIF4G, eIF4A, eIF4B, la protéine de liaison poly A 

(PABP), eIF3, eIF2 et la sous unité ribosomale 40S (Kedersha et al., 2002; Kimball et al., 2003). 

En plus de ces protéines impliquées dans la traduction, on retrouve au sein de GS, de façon 

non exclusive, de nombreuses RNA-BP tel que TIA1, TIAR, FMRP, FXR1 et les G3BPs 

(Kedersha et al., 2002, 1999; Mazroui et al., 2002; Tourrière et al., 2003). Les protéines TIAs et 

G3BPs contiennent des domaines facilitant l’agrégation et qui participe de ce fait à 

l’assemblage des GS (Gilks et al., 2004; Tourrière et al., 2003). Bien que jusqu’à présent les 

détails moléculaires du processus d’assemblage de GS restent assez mal connus, il demeure 

que certaines protéines telles qu’Ataxin-2 liant la protéine de liaison à la queue polyA (PABP) 

(Nonhoff et al., 2007) ou que certaines modifications post-traductionnelles telles que la 

déphosphorylation des G3BPs (Tourrière et al., 2003), ou la liaison O et N acetylglucosamine 

des protéines ribosomales (Ohn et al., 2008), sont essentielles pour l’assemblage des GS. De 

façon intéressante, en réponse à un choc thermique, un stress oxydatif, une infection virale, 

des radiations UV ou à la privation énergétique, on observe un désassemblage des 

polysomes conduisant à une inhibition de l’initiation de la traduction quand les étapes 

d’élongation et de terminaison demeurent à des taux normaux. On notera que le rein est un 

organe particulièrement soumis au stress, principalement oxidatif et osmotique du fait de la 

pression qui s’y exerce. De fait, la régulation de l’initiation de la traduction et donc de 

l’expression génique y est un phénomène important. Le blocage de l’initiation est 

communément dû à la phosphorylation du facteur d’initiation eIF2 (Holcik and Sonenberg, 

2005). Lorsque eIF2 est phosphorylé par une des 4 kinases de réponses au stress sur sa sous-

unité α, EiF2 reste lié à son GDP et n’est plus capable de charger un ARNt Met. Cet arrêt 

d’initiation de la traduction entraine un relargage des ARNm par les ribosomes et une 

accumulation des complexes de préinitiation 48S formant alors des agrégats les GS. 

L’utilisation de différents inhibiteurs permettant de bloquer ou désassembler les polysomes 

suggère que les ARNm au sein des GS ne sont pas statiques mais reste à un état d’équilibre 

avec les ARNm polysomaux (Kedersha et al., 2000) (Kedersha et al 2000). Il a, de surcroit, été 

montré par photobleaching que les ARNm au sein des GS demeurent soumis à un flux 



 

122 | P a g e  
 

hautement dynamique (Kedersha et al., 2000, 2005; Mollet et al., 2008). (cf Figure 18: Vie des 

ARNm). 

Il est de plus courant, sous l’impulsion de certains stress, d’observer un 

regroupement de P-bodies autour des GS, c’est par exemple le cas après traitement des 

cellules à l’arsenite sodium, un inhibiteur du cycle de l’acide citrique induisant un stress 

oxydatif (Kedersha et al., 2005; Souquere et al., 2009; Wilczynska et al., 2005) ou encore après 

un stress mitochondrial au FCCP. La surexpression de composants des GS tel que G3BP2 

entraine un contact transitoire en les GS et les P-bodies (Kedersha et al., 2005). L’examination 

par microscopie électronique a permis de montrer que suite à un stress par l’arsenite de 

sodium, les P-bodies restent proches des GS mais sans fusionner (Souquere et al., 2009). De 

façon intéressante, les contacts observés entre les P-bodies et les GS peuvent être augmentés 

et stabilisés en variant le niveau d’expression de certaines protéines clés telles que TTP, BRF1 

ou CPEB1 et Rck pour lesquelles respectivement la surexpression et l’inhibition peut même 

entrainer jusqu’à la fusion complète des P-bodies dans les GS (Kedersha et al., 2005; Serman 

et al., 2007; Stoecklin et al., 2004; Wilczynska et al., 2005). Ces exemples permettent de soutenir 

la thèse que les contacts P-Bodies/GS ne sont pas le fruit du hasard. Deux théories tentent 

d’expliquer ces rapprochements : la première tend à montrer que le rapprochement est dû à 

une augmentation des échanges de matériels entre les deux entités. Cette thèse est soutenue 

par le fait que TTP/BRF1 est capable de lier les polysomes (Franks and Lykke-Andersen, 

2007) mais aussi les protéines du complexe de décapage (Fenger-Grøn et al., 2005) et créerait 

ainsi un « pont » moléculaire entre les P-bodies et les GS. Ce « pont » moléculaire permettrait 

de rapidement passer de la rétention dans les granules de stress à la déadénylation et à la 

dégradation en cas de stress prolongé (Kedersha et al., 2005). Ainsi la protéine AGO2 est 

également capable de se déplacer des P-bodies aux GS en réponse à un stress, mais ce 

déplacement requiert la liaison à un miRNA (Leung et al., 2006).  

La deuxième théorie soutient un possible coassemblage des deux entités dû à des 

facteurs commun. Par exemple, il est connu que l’assemblage et désassemblage des agrégats 

est une fine balance entre la disponibilité et la quantité limitante de protéines chaperones 

HSP de la famille HSP70.  

Il apparait que P-bodies et GS sont liés au cytosquelette de microtubules pouvant les 

réunir (Aizer et al., 2008; Loschi et al., 2009) (cf Figure 18: Vie des ARNm). Plus encore, 

contenu de la grande dynamique dont font preuves les GS et les PBs dans leur assemblage et 

désassemblage, il a été montrer non seulement l’importance du cytosquelette de 
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microtubules dans cette dynamique mais surtout l’importance des moteurs moléculaires que 

sont les Kinésines et Dynéines (Johnston et al., 2002; Loschi et al., 2009; Perez-Pepe et al., 2018; 

Rajgor and Shanahan, 2014; Tsai et al., 2009). Ainsi un lien entre GS, PBs et cil primaire 

semble être possible. 

Ainsi plus que de simples ports à ARNs, les P-bodies et les GS servent de plateforme 

de signalisation dans le cytoplasme. La séquestration de molécules de signalisation comme 

RACK1 et TRAF2 au sein des GS indique bel et bien un rôle des GS dans la transduction du 

signal (Arimoto et al., 2008; Kim et al., 2005b). Malgré leur importance, les GS ont été peu 

étudiées, comme le prouve la récente étude utilisant la technique de marquage de proximité 

(APEX) et révélant environ 150 protéines aux GS jusqu’à présent inconnues (Markmiller et al., 

2018). De façon surprenante, les GS ont jusqu’alors été reliés à des pathologies quasi 

exclusivement de type neurodégénérative. Comme 20% de la composition protéiques des GS 

est dépendant du type cellulaire mais aussi du type de stress induit, on peut imaginer que les 

GS sont impliquées dans bien plus de pathologies, nécessitant un modèle spécifique pour 

être démontré (Markmiller et al., 2018). Bien plus que les protéines contenus dans les GS, les 

récentes études protéomiques et de précipitation ARN ont permis de créer des pistes de 

recherche quant à la fonction et la répartition spatiale des GS. Elles suggèrent l’existence 

d’un lien étroit entre les GS et les complexes présents au niveau des ports nucléaires et les 

spliceosome (Markmiller et al., 2018; Youn et al., 2018). Ces derniers complexes étant liés de 

façon très proche à la machinerie ARN leur intéraction proche n’est pas étonnante. 

Cependant, on remarque également la présence avec insistance dans différentes études 

protéomiques de nombreux acteurs du complexe CCR4-NOT et de la machinerie des 

miARNs (miRISC) au niveau des GS. Ces données laissent penser que plus qu’une 

intéraction physique en GS et PBs, leur fonction pourrait être redondante avec une 

dégradation ARNs au sein des GS. 

Enfin, et de façon intéressante, une relation étroite semble établir un lien entre GS et 

centrosome. En effet, un certain nombre de protéines centrosomales, dont CEP85 et CEP192 

ont été retrouvées intéragissant avec de nombreux acteurs des GS. Mis en exergue, cette 

relation avec le centrosome rappelle qu’une petite partie de PBs stationnaires sont retrouvés 

ancrés dans la région péri-centriolaire où une accumulation de TNRC6 est également à 

dénoter (Aizer et al., 2008; Hubstenberger et al., 2017; Markmiller et al., 2018; Moser et al., 

2011; Youn et al., 2018). On notera que cette relation GS/centrosome est en adéquation avec 

l’émergence d’une régulation génique péricentriolaire. En effet, de plus en plus d’acteurs de 
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la régulation génique tels que la machinerie de traduction, certains ARNm et autres 

protéines de liaisons aux ARN que nous discuterons plus tard sont retrouvés au niveau du 

centrosome (cf Discussion) (Barnard et al., 2005; Filippova et al., 2012; Shang et al., 2012; Jao 

et al., 2017). 

V.1.2. Mécanismes de dégradation ciblée d’ARNm 

Basé sur les nombreux travaux effectué chez Saccharomyces cerevisiae et chez les 

mammifères, deux voies générales de dégradation ont été identifiés dans les cellules 

eucaryotes (Mitchell and Tollervey, 2001; Tucker and Parker, 2000). Ainsi la dégradation 

ARN commence basiquement par une raccourcissement de la queue poly(A) par différentes 

déadénylases, suivi accessoirement par un decapage entrainant ensuite une dégradation par 

différentes exonucléases de 5’ en 3’ ou de 3’ en 5’ (Anderson and Parker, 1998; Chen et al., 

2001; Mukherjee et al., 2002; Wang and Kiledjian, 2001). D’un autre côté, la degradation de 

molécule d’ARNm individuelle peut aussi être initiée par un clivage endonucléolitique en 

réponse à un mécanisme lié aux miARNs ou siARNs. 

 

V.1.2.1. Dégradation via déadenylation. 

La première étape de la dégradation est la déadénylation. Jusqu’à présent 3 

complexes d’enzymes ont été identifiés comme ARNm déadénylases, le complexe 

CCR4/POP2/NOT, le complexe Pan2p/Pan3p et la protéine PARN. Ces complexes semblent 

répondre préférentiellement à différents substrats ARNm. Par exemple, l’activité de CCR4p 

n’est pas affectée par la cap de l’ARNm mais est inhibée par la protéine liant la queue polyA 

PAB1P (Tucker et al 2002; Viswanathan 2003). A contrario, PARn est stimulée par la cap de 

l’ARNm et aussi inhibée par PAB1P (Dehlin et al., 2000; Gao et al., 2000; Martînez et al., 2001). 

Suite à cette deadénylation, deux mécanismes différents sont possibles. Le premier est la 

dégradation de 3’ en 5’ de l’ARNm par l’exosome, un large complexe protéique contenant de 

nombreuses exonucléases de 3’ en 5’ jouant aussi des rôles dans les mécanismes de 

maturation d’ARN dans le noyau (Butler, 2002; Mitchell and Tollervey, 2000). Le second 

mécanisme pouvant suivre la déadénylation est le décapage rendant l’ARNm éligible à la 

dégradation de 5’ en 3’. Les enzymes primordiales pour le décapage sont DCP1 et DCP2, où 

DCP2 est la sous unité catalytique de l’holoenzyme. Cependant, les deux sous unités ont leur 

importance comme le montre le blocage du processus de décapage entrainé par la perte de 

l’une ou l’autre des sous-unités (Beelman et al., 1996; Dunckley and Parker, 1999; Dunckley et 
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al., 2001). DCP1 semble avoir pour rôle de stimuler l’activité de DCP2 qui hydrolyse la cap et 

entraine le relargage du m7GDP laissant alors l’ARNm avec pour extrémité 5’ un 

monophosphate, substrat préférentiel de l’exonucléase Xrn1p (Beelman et al., 1996; van Dijk 

et al., 2002; Lykke-Andersen, 2002; Stevens, 1980; Stevens and Maupin, 1987; Wang et al., 

2002). On rappelera que cette étape de déadénylation est une étape prérequise à l’assemblage 

de P-Bodies (Zheng et al., 2008) (cf Figure 16: La désadénylation, une étape pré-requise à la 

formation des PBs). 

 

 

 

Figure 16: La désadénylation, une étape pré-requise à la formation des PBs 
La désadénylation correspond à l’excision de résidus adénosine de l’extrémité 3’ des ARNm. La protéine de 

liaison à la queue polyadénylé (PABP) exerce un rôle de régulateur positif du complexe PAN2/3 et négatif sur le 

complexe CCR4/NOT. La destabilisation de la PABP par le complexe PAN2/3 permet au complexe CCR4/NOT, 

exonucléase majoritaire de digérer les résidus adénylés. Cette étape est une étape prérequise pour la formation 

des PBs autour de l’ARN. Le complexe de protéines LSM1-7/PAT1 va pouvoir se lier à l’ARN désadénylé et 

recruter les protéines DCP1/DCP2  responsables du décoiffage de l’ARN. Les ARN seront alors sujets aux 

exonucléases 5’        3’. 
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V.1.2.2. Voie des miARNs.  

Deux types différents de petits ARNs ont émergé ces 10 dernières années comme 

régulateurs de la stabilité et de la traduction des ARNs: les miARNs (micro ARNs) et les 

petits ARNs interférents (siARNs). Il est acquis que les deux sortes de molécules 

interférentes sont issues du même mécanisme et entrainent la même machinerie d’inhibition, 

la différence résidant dans le fait que les siARNs contrairement aux miARNs étaient 

originellement considérés comme exogènes, la suite de cet exposé se focalisera sur les 

miARNs (Tomari and Zamore, 2005). Les estimations bioinformatiques permettent de 

souligner l’importance de ces molécules puisque le génome humain coderait plusieurs 

centaines de différents miARNs lesquels contrôlent approximativement jusqu’à 60% des 

gènes (Friedman et al., 2009; Lewis et al., 2005). Cependant, seuls quelques miARNs et leur 

effet sur leurs cibles ont été validés jusqu’alors. Les miARN sont des ARNs de 22 nucléotides 

produisant leur effet en se liant à leur ARN messagers cibles, induisant alors l’extinction ou 

la dégradation des ARNm. Les miRNAs sont produits initialement via une machinerie dont 

la protéine clé est DICER. DICER est une enzyme capable de couper de longs ARN double 

brins "lncRNA" en de petits ARN double brins. La production de ces miARNs joue un rôle 

primordial dans la régulation génique, notamment au cours du développement comme le 

montre la létalité embryonnaire induite par l’invalidation de DICER (Bernstein et al., 2003). 

Les petits ARN double brins (dsRNA) issus du clivage par DICER sont ensuite séparés en 

deux molécules d’ARN simple brins, le brin « passager » et le brin « guide ». Pendant que le 

brin « passager » est dégradé, le brin « guide » est incorporé à la machinerie de régulation 

négative RISC (RNA induced silencing complex) (Gregory et al., 2005). Le complexe RISC 

permet la liaison des miARNs à leur ARNm cibles et est ainsi responsable de l’extinction des 

ARN aussi connu sous le nom d’ARN interférence (RNAi) (Wang and Barr, 2005). Le 

complexe RISC est formé à minima d’un petit ARN et d’une protéine de la famille Argonaute 

(AGO)  (Wilson and Doudna, 2013). 

La famille Argonaute comprend 8 membres plus ou moins bien étudiés, et tient son 

nom du phénotype d’Arabidopsis Thaliana mutante pour la protéine AGO, la faisant 

ressembler à l’animal Argonauta Argo (sorte de pieuvre de l'ordre des octopodes) (Bohmert 

et al., 1998). Bien que découverte chez la plante, la famille AGO est conservée chez les 

eucaryotes à l’exception de Saccharomyces cerevisiae qui semble ne pas avoir de contrôle 

génique via RNAi (Drinnenberg et al., 2009). Tous les membres de la famille AGO présentent 

2 domaines représentatifs et conservés, un domaine PAZ (pour PIWI, AGO, et Zwille) en N-
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terminal et un domaine PIWI (nom issu de la drosophile PIWI) en C-terminal (Hutvagner 

and Simard, 2008). Le domaine PAZ est le domaine de liaison à l’ARN capable de 

reconnaitre l’extrémité 3’ des siARNs et miARNs de façon indépendante de la séquence. De 

ce fait, les miARNs peuvent toujours cibler leur ARNm pour le clivage ou l’inhibition de la 

traduction via la complémentarité des paires de bases (Tang, 2005). Le domaine PIWI, lui, est 

le domaine essentiel pour le clivage de l’ARN cible. Ce domaine PIWI contient un site actif 

formé d’une triade d’Aspartate-Aspartate-Glutamate dont les ions métalliques divalents sont 

nécessaires à la catalyse. Chez l’homme, ce domaine PIWI est aussi impliqué dans 

l’interaction protéine-protéine via la boite PIWI qui permet entre autre l’interaction avec 

DICER au niveau du domaine RNaseIII (Meister et al., 2004). Enfin, un domaine moins 

conservé est retrouvé au centre des protéines AGO et contient un motif MC, homologue au 

motif structurel de liaison à la coiffe retrouvé au niveau du facteur de traduction eIF4E, et 

capable de lier la coiffe des ARNm et donc d’en réguler la traduction (Hutvagner and Simard, 

2008). Il est connu que les protéines AGO1-4 sont impliquées dans le chargement des miARN 

au sein du complexe RISC. La protéine la plus étudiée et dont le rôle sera développée ici est 

la protéine AGO2. Il s’agit d’une protéine qui se démarque des autres protéines AGO par son 

activité endonucléasique intrinsèque, particularité supposée être dûe aux séquences 

présentes en N-terminale ou au niveau des espaceurs entre les domaines PAZ et PIWI. 

V.1.2.2.1. Régulation de la traduction 

Contrairement aux hypothèses initialement proposées, il semble de plus en plus 

évident que la répression de la traduction d’un ARNm cible peut se faire sans qu’il n’y ait de 

dégradation de cet ARNm, suggérant deux mécanismes médiés par les miRNA totalement 

indépendant (Eulalio et al., 2008b; Humphreys et al., 2005; Nishihara et al., 2013; Wu et al., 

2006). De plus, l’utilisation d’ARN rapporteurs sans queue polyA ou résistant à la 

déadénylation a permis de démontrer que la répression de la traduction peut être accomplie 

en l’absence de suppression de la queue polyA, nécessaire à la dégradation ARN 

(Chekulaeva et al., 2011; Mishima et al., 2012). D’un autre côté, l’utilisation d’inhibiteurs de la 

traduction comme la Torin1 ou la cycloheximide a démontrée que la dégradation ARN peut 

être opérée sans qu’il y ait régulation traductionnelle au préalable (Eulalio et al., 2007b; 

Giraldez et al., 2006; Piao et al., 2010; Wakiyama et al., 2007). Via RISC, et donc via la famille 

des protéines Argonautes, les miARNs sont capables d’entrainer la régulation ARN en 

inhibant la traduction (Guo et al., 2010). Les mécanismes par lesquels les protéines AGO 

régulent l’expression génique sont soumis à différentes hypothèses sur leurs ordres 
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d’apparition, s’ils sont exclusifs ou successifs mais impliquent toujours soit la dégradation 

des ARNm soit la répression de la traduction (Arribas-Layton et al., 2013; Guo et al., 2010; 

Hendrickson et al., 2009; Rissland et al., 2011). Par ailleurs, des études de protéomiques et de 

transcriptomiques ont été démontré que la voie de dégradation des ARN est la voie la plus 

favorisée par rapport à la répression de la traduction, à hauteur de 65% jusqu’à 90% selon les 

types cellulaires (Baek et al., 2008, 2015; Eichhorn et al., 2014; Selbach et al., 2008; Subtelny et 

al., 2014). Initialement, il était supposé que la distinction entre répression de traduction et 

dégradation se faisait en fonction du niveau de complémentarité entre le miARNs et son 

ARN cible. En effet, si cette complémentarité était de 100% alors un clivage 

endonucélolitique était induit par AGO2, tandis qu’une complémentarité imparfaite 

conduisait à une “simple” répression de la traduction (Ameres and Zamore, 2013). Il a 

depuis été démontré, via un certains nombres de contre-exemples, qu’une complémentarité 

imparfaite pouvait aussi entrainer un clivage endonucléolitique, ainsi, le mécanisme de choix 

entre la voie de répression de traduction ou de dégradation ARN reste non élucidé (Mallory 

et al., 2004; Yekta et al., 2004). De façon intéressante, il est aussi connu que le nombre de 

miARNs est inversement proportionnel au niveau d’abondance de son ARNm cible (Baek et 

al., 2008, 2015; Guo et al., 2010; Hendrickson et al., 2009; Selbach et al., 2008). 

De nombreuses études dans divers organismes ont suggérées que les miARNs sont 

capables d’entrainer l’inhibition de l'initiation de la traduction (Bazzini et al., 2012; Braun et 

al., 2012a, 2012b; Eichhorn et al., 2014; Fabian et al., 2010; Guo et al., 2010). Bien que les 

mécanismes précis de la répression de la traduction via les miARNs ne restent pas 

totalement compris, trois modèles ont été proposés ces dernières années. Le premier modèle 

est celui du déplacement de la protéine de liaison à la queue poly A (PABP) par la protéine 

TNRC6 (Chen et al., 2014; Mathys et al., 2014; Meijer et al., 2013; Rouya et al., 2014; Waghray et 

al., 2015). Il semble en effet que TNRC6 interagit avec PABP (Fabian et al., 2009; Huntzinger et 

al., 2013; Jinek et al., 2010) et via son interaction avec le complexe CCR4/NOT déplace PABP 

de la queue polyA (Zekri et al., 2009) (cf Figure 17: Mécanismes d'action des miARNs et du 

complexe miRISC). L’effet qui en découle est la perte de la structure en boucle de l’ARN 

normalement due à l’interaction du facteur d’initiation eIF4G et PABP entraînant donc 

l'inhibition de la traduction par absence de régulation. 

Le second modèle d'inhibition de la traduction via les miRNA, proche du premier 

sus-cité et pas nécessairement exclusif, est le recrutement d’inhibiteurs protéiques via 

TNRC6. Ainsi TNRC6 est capable de recruter des protéines connues pour leur impact négatif 
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sur la traduction telles que les déadenylases CCR4/NOT (Braun et al., 2011; Chekulaeva et al., 

2011) ou encore la protéine CAF1 (Bawankar et al., 2013; Braun et al., 2011; Chekulaeva et al., 

2011; Cooke et al., 2010) (cf Figure 17: Mécanismes d'action des miARNs et du complexe 

miRISC) 

Enfin bien que moins bien étudié et pas entièrement compris, les miARNs ont la 

capacité de dissocier le facteur d’initiation eIF4A de l’ARNm cible, entraînant alors 

l’inhibition de la liaison du ribosome (Fukao et al., 2014). 

 

Figure 17: Mécanismes d'action des miARNs et du complexe miRISC 
Les longs ARNs non codants aussi appelés pré-miARN sont coupé en ARN simple brins de 22nt (miARN) par le 

complexe DICER/AGO/TRBP. L’interaction par complémentarité du miARN avec son ARNm cible permet la 

formation du complexe miRISC, formé de AGO et TNRC6, qui agira en réprimant le traduction ou en dégradant 

l’ARNm cible.  

 

V.1.2.2.2. Dégradation ARN 

Outre la régulation de la traduction, les miARNs peuvent être présentés comme 

pouvant stimuler la déstabilisation ARN en recrutant différentes déadénylases via la 

protéine TNRC6 (TNRC6A-C chez les mammifères/GW182 ou Gawky chez la drosophile) 

(Behm-Ansmant et al., 2006; Fabian et al., 2011; Giraldez et al., 2006; REHWINKEL et al., 
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2005). La protéine TNRC6 est capable via ses résidus Glycine et Tryptophane en N terminal 

(GW) d’interagir avec le domaine PIWI des protéines AGO, lui permettant alors de se lier via 

cet intermédiaire à l’ARNm cible (Behm-Ansmant et al., 2006; El-Shami et al., 2007; Lazzaretti 

et al., 2009; Schirle and MacRae, 2012; Takimoto et al., 2009; Zipprich et al., 2009). TNRC6 sert 

de port d’ancrage et recrute différents facteurs au niveau de l’ARNm cible, notamment la 

PABP et deux complexes de déadenylation, CCR4-NOT et PAN2-PAN3 (Braun et al., 2011; 

Chekulaeva et al., 2011; Fabian et al., 2009, 2011; Huntzinger et al., 2010; Jinek et al., 2010; 

Zekri et al., 2009). On remarque que la déplétion de composants du complexe CCR4-NOT (ou 

la surexpression du dominant négatif de CAF1, une des deux déadénylases du complexe) 

affecte fortement la dégradation médiée via les miARNs, tandis que la déplétion du 

complexe PAN2-PAN3 entraine un effet moindre, suggérant ainsi que le complexe CCR4-

NOT est le complexe majeur de la dégradation ARN issus du processus des miARNs (Behm-

Ansmant et al., 2006; Braun et al., 2011; Chen et al., 2009; Eulalio et al., 2009; Fukaya and 

Tomari, 2012). Suite à cette déadénylation, les ARNm cibles peuvent subir une dégradation 

via des exonucléases de 3’en 5’ (Behm-Ansmant et al., 2006; Braun et al., 2012a; Eulalio et al., 

2007b; Lim et al., 2014; REHWINKEL et al., 2005).  

Le complexe RISC entraine également un décapage de l’ARNm cible en recrutant 

divers facteurs (Nishihara et al., 2013; Nishimura et al., 2015). Chez les mammifères, la sous-

unité catalysant le décapage est DCP2 et les co-activateurs DCP1, RCK/p54/DDX6 et EDC4, 

tous co-immunoprecipitant avec les protéines de la famille AGO (Chu and Rana, 2006; Pillai 

et al., 2005; Shih et al., 2011). Le décapage aura alors pour effet la déstabilisation de l’ARNm 

mais également, comme expliqué precedemment, l’exposition de son extrémité 5’ désormais 

vulnérable aux exonucléases 5’3’. 

Enfin, via son activité endonucléasique intrinsèque, la protéine AGO peut couper 

l’ARNm cible. Ce clivage entraine alors une dégradation de l’ARNm qui se retrouve en deux 

parties : une sans Cap, l’autre sans queue polyA, toutes les deux vulnérables face aux 

exonucléases 3’5’ et 5’3’ (Jung et al., 2017). Ce mécanisme permet de répondre rapidement à 

une condition physiologique ou pathologique comme le stress et ainsi de réguler rapidement 

l’expression de gènes. 
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Figure 18: Vie des ARNm 
La transcription produit des ARNm à partir d’une matrice ADN. Ces ARNm sont épissés puis exportés du noyau 

au cytoplasme ou ils sont pris en charge par la machinerie de la traduction (polysomes). Les ARNm peuvent être 

stockés dans les granules de stress en cas de stress subit par la cellule ou dans les P-bodies pour y être réprimés. 
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Partie 1 : Le rôle de ANKS3 dans la régulation génique médiée par BICC1 

Position du problème : 

Notre groupe se focalise principalement sur la compréhension des bases moléculaires 

impliquées dans l’établissement des mécanismes physiopathologiques de la Néphronophtise 

(NPH) et des dysplasies kystiques rénale, deux causes héréditaires d’insuffisance rénale 

terminale chez l’enfant et le jeune adulte ou de mort fœtale dans leurs formes les plus sévères. 

Ces phénotypes sont souvent les manifestations rénales de syndromes appartenant au 

spectre des ciliopathies. 

Les ciliopathies regroupent un ensemble de maladies génétiques multisystémiques 

caractérisées par un dysfonctionnement des cils motiles ou primaires. Les cils motiles 

génèrent un flux de liquide, alors que les cils primaires agissent comme des antennes vis-à-

vis des signaux extracellulaires. Ainsi les cils primaires par leur fonction de plateforme de 

signalisation sont essentiels au développement et à l'homéostasie tissulaire. La plupart des 

ciliopathies sont causées par des mutations de gènes codant pour des composants ciliaires; 

cependant, une nouvelle classe de ciliopathies dite d'ordre secondaire apparaît, faisant 

référence à des mutations affectant les facteurs de transcription régulant les gènes ciliaires. 

Les approches de séquençage d’exomes menées au laboratoire afin d’identifier de nouveaux 

gènes responsables de ciliopathies, nous ont permis d’identifier une mutation homozygote 

du gène ANKS3 chez des individus présentant une NPH tardive associée à une fibrose 

hépatique. ANKS3 est une protéine contenant des domaines Ankyrine (ANK) et SAM et qui 

interagit avec un réseau de protéines liées à la NPH, notamment ANKS6, NEK8  et NPHP1, 

ainsi qu'avec BICC1, une protéine se liant à l'ARN et mutée dans la dysplasie kystique rénale. 

Ici, nous mettons en évidence l’implication du complexe ANKS3/BICC1 dans la régulation 

de la stabilité des transcrits de gènes ciliaires et notamment de NPHP1. Ainsi, nous avons 

montré que en l'absence de ANKS3 ou en présence de la forme mutée, la protéine BICC1 

recrute d’avantage les ARNm de gènes ciliaires et au complexe RISC/AGO2, entrainant la 

dégradation de ces mêmes transcrits. Cette découverte nous permet de placer le complexe 

ANKS3 / BICC1 en tant que régulateur clé des transcrits majeurs liés aux ciliopathies et ainsi 

de mettre en exergue son rôle dans les mécanismes physiopathologique de la NPH. 
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Abstract 

Ciliopathies are a class of multi-systemic genetic diseases characterized by ciliary 

dysfunction. While most ciliopathies are caused by mutations of genes encoding the 

structural components of cilia, a new class of secondary-order ciliopathies caused by 

mutations affecting transcriptional regulators of ciliary genes is being defined. ANKS3 is 

an ankyrin (ANK) and sterile alpha motif (SAM) domain-containing protein that interacts 

with a ciliopathy-related protein network (ANKS6/NEK8/NPHP1) as well as with BICC1, an 

RNA-binding protein involved in renal cystic diseases. Here, we show that the 

ANKS3/BICC1 complex is involved in a specific type of renal ciliopathy known as 

nephronophthisis (NPH). ANKS3 modulates BICC1-mediated regulation of ciliary gene 

mRNA stability. We further demonstrate that loss of ANKS3 function (including the ANKS3 

mutation identified in NPH) stimulates BICC1 interaction with target mRNAs and the RISC-

associated protein AGO2, thereby promoting degradation of ciliary gene transcripts. These 

findings suggest that the ANKS3/BICC1 complex is a key post-transcriptional regulator of 

ciliopathy-related gene transcripts involved in the biogenesis and function of primary cilia. 
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Ciliopathies are multi-systemic disorders caused by dysfunction of motile or primary cilia. 

Whereas motile cilia generate fluid flow, primary cilia act as cellular antennae transmitting 

extracellular signals essential for tissue development and homeostasis1,2. Renal fibrocystic 

disease, notably nephronophthisis [NPHP], is a common manifestation of ciliopathy, and a 

frequent cause of end-stage renal disease (ESRD) in children and young adults3. Most 

proteins encoded by the NPHP genes are structural components of different functional 

subdomains of the cilium such as the transition zone (TZ) or the inversin compartment 

(InvsC) found at the proximal part of the axoneme and play key roles in the biogenesis or 

function of cilia3–5. The TZ contains nephrocystin proteins NPHP1, NPHP4 and 

NPHP8/RPGRIP1L and forms a molecular filter that selectively controls ciliary proteins 

loaded by the intraflagellar transport (IFT) machinery. NPHP2/INVS, NPHP3, 

NPHP9/NEK8 and NPHP16/ANKS6 constitute the InvsC, controlling the establishment of 

left-right asymmetry and critical ciliary signalling pathways such as the canonical Wnt and 

Wnt/PCP signalling6,7. While mutations in the TZ genes NPHP1 and NPHP4 are mostly 

associated with juvenile or young adult nephronophthisis8, mutations in InvsC genes 

(NPHP2/INVS, NPHP3, NPHP9/NEK8 and NPHP16/ANKS6) have been implicated in 

syndromic forms of infantile NPHP or cystic kidneys, that are associated with situs 

inversus, cardiac malformations, and hepatic fibrocystic disease, and mutations in IFT 

components (TTC21B/IFT139, TRAF3IP1/IFT54, IFT172/NPHP18) found in NPHP with 

retinal and bone defects9,10. Besides their ciliary functions, NPHP proteins also maintain 

cell polarity through modulation of cell junctions (NPHP1, NPHP4) and microtubule 

cytoskeleton dynamics (IFT54, IFT139)5,11. 

 

Recently, ANKS3 (a 656 amino acid protein with six ankyrin repeats and a sterile alpha 

motif [SAM] domain12) has been identified as a component of several NPHP protein 

modules13. While both ankyrin repeats and SAM domains mediate protein-protein 

interactions, SAM domains are often involved in homophilic protein interactions and 

therefore promote polymerization14. ANKS3 interacts with the RNA-binding protein BICC1, 

which controls the fate of ciliary protein transcripts by modulating the action of miRNAs, as 

well as the protein synthesis machinery at the centrosome via its cooperation with 

OFD115–17. Inactivation of BICC1 in mouse, zebrafish and Drosophila models as well as 

BICC1 heterozygous mutations in patients, result in cystic kidney tubules, a hallmark of 

ciliopathies15,18–22. In addition to its RNA-binding K homology domains, BICC1, like 

ANKS3, contains a SAM domain crucial for its polymerization and function and required 

for its binding with ANKS318,23,25. Besides BICC1, ANKS3 also interacts with the ciliary TZ 

module NPHP1-NPHP4-RPGRIP1L, the InvsC components ANKS6, NEK8, and INVS, as 

well as the cell cycle regulators NEK6 and NEK713,24. Thus far, only one homozygous 
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ANKS3 mutation has been reported, in a patient with situs inversus25. However, injection 

of morpholinos targeting anks3 causes renal cysts in addition to heart laterality defects in 

zebrafish13,25. phenotypes classically associated with ciliopathy genes5,26. Although the 

mechanism of action of ANKS3 on cilia function remains unknown, its multi-interaction 

ability with ciliopathy related proteins makes it a promising candidate regulator of ciliary 

biogenesis. 

 Here, we report the first case of ANKS3 mutation in a family with late onset NPHP 

and hepatic fibrosis. We also demonstrate that ANKS3 regulates the stability of ciliary 

gene transcripts (including NPHP1 mRNA, the gene most commonly mutated in juvenile 

NPHP patients) by modulating the interaction of BICC1 with the RISC-associated protein 

Argaunote-2 (AGO2). This finding thus identifies the BICC1-ANKS3 protein complex as a 

key regulator of cilia-related mRNA stability critical for the biogenesis and physiologic 

function of primary cilia. 
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Results 

 

A nephronophthisis-associated ANKS3 mutation abrogates ANKS3 interaction with 

BICC1, NPHP1 and NEK8 

Using whole exome sequencing (WES) combined with homozygosity mapping in a cohort 

of patients with renal ciliopathies, we identified a homozygous c.806C>T variant in exon 8 

of the ANKS3 gene (NM_133450.3) segregating with the disease in a consanguineous 

family with 3 affected siblings exhibiting NPH with ESRD after 25 years of age and hepatic 

fibrosis (Supplementary Fig. 1a-f). This rare variant, not recorded in the Genome 

Aggregation Database (gnomAD), affects an evolutionary conserved amino acid 

(Supplementary Fig. 1g) and leads to a p.P269L substitution predicted to be deleterious 

by Polyphen-2 and scale-invariant feature transform (SIFT) algorithms (Supplementary 

Fig. 1f). No additional biallelic mutations were detected in any other gene within the 5.9 

Mb homozygous candidate region.  

We analysed the effect of the p.P269L variant on its interaction with known binding 

partners (Fig. 1a). After short hairpin RNA (shRNA)-mediated knock-down of the 

endogenous Anks3 expression in mIMCD3 cells resulting in an extinction between 65% 

and 80% of the protein product (Supplementary Fig. 2a), we generated cell lines 

reexpressing either GFP alone (hereafter, KD_GFP) or human ANKS3-GFP fusions 

corresponding to WT or p.P269L-mutated forms (hereafter, KD_WT or KD_P269L, 

respectively) (Supplementary Fig. 2a). Using these cells, we showed that the p.P269L 

variant reduced ANKS3 interaction with BICC1, NPHP1 and NEK8 (Fig. 1b-d) whereas it 

did not decrease binding to ANKS6 and INVS (Supplementary Fig. 2b,c). 
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Fig. 1 | NPH-related p.P269L mutation abrogates ANKS3 interaction with BICC1, NPHP1, and NEK8 and leads to 
ciliary defects. 
(a) Structure of the ANKS3 protein with known BICC1, NEK8 and ANKS6 interaction domains and position of the mutation 
p.Pro269Leu. (b-d) Effect of p.P269L mutation on interactions between ANKS3 and NEK8 (b), myc-tagged NPHP1 (c), and 
BICC1 (d). Lysates from mIMCD3 cells with knockdown of ANKS3 (KD_ANKS3) and re-expressing WT ANKS3-GFP, 
P269L ANKS3-GFP, or GFP alone (empty vector) were immunoprecipitated with an anti-GFP antibody. Co-
immunoprecipitation of GFP-ANKS3 and its binding partners was quantified by western blot (IB) using GFP and NEK8 (b), 
myc (c), or BICC1 (d) antibodies. Values are the mean ± s.e.m. of 3 independent experiments; ns: non-significant, *p<0.05, 
**p< 0.01, ***p<0.001 by t-test (e) Scanning electron microscopy analysis of primary cilia in control and KD_GFP, KD_WT, 
and KD_P269L mIMCD3 cells. Scale bar, 1µm. (f-g) Quantification of cilia length in control, KD_GFP, KD_WT, and 
KD_P269L mIMCD3 cells (f) and in control and NPH patient fibroblasts (g) based on immunofluorescence (IF) analyses. 
Quantification was performed with ImageJ from 3 independent experiments (n > 100 cells for each experiment; ns: non -
significant, ***p < 0.001 by two-way ANOVA with Dunn’s post-hoc test). (h) Ciliary distribution of NEK8 in mIMCD3 cells 
stained for NEK8 (green) and acetylated α tubulin (red). Scale bar, 1 µm. (i, j) Quantification of NEK8 (i) and ANKS6 (j) 
distribution in cilia in mIMCD3 cells and NPH patient fibroblasts, respectively. InvsC protein distribution was evaluate d as 
the ratio of the length of NEK8 or ANKS6 staining to total cilia length (acetylated α tubulin staining). Values are the mean ± 
s.d. of n>100 cells from 3 independent experiments; ns: non-significant, ***p<0.001 by Kruskal-Wallis test. (k) Ciliary 
distribution of smoothened (SMO, green) in cilia (ARL13B, red) in Smoothened Agonist (SAG)-treated mIMCD3 cells. Scale 
bar, 1µm. (l) Quantification of SMO intensity in cilia. Values are the mean ± s.d. of n>100 cells from 3 independent 
experiments; ns: non-significant, ***p<0.001 by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test). (m) qPCR analysis of relative 
Patched1 mRNA expression in SAG-treated mIMCD3 cells. Values are the mean ± s.d. from 3 independent experiments 
ns: non-significant, ***p<0.001 by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test. 



RESULTATS 

 

143 | P a g e  
 

Overall, these data demonstrated the pathogenicity of the p.P269L variant and suggested 

that the loss of ANKS3 protein interaction could negatively affect various processes such 

as InvsC biogenesis, ciliary membrane composition and/or cell polarity (NPHP1, NEK8) 

and post-transcriptional gene regulation (BICC1). We thus sought to further analyse the 

impact of ANKS3 loss of function on each of these cellular processes.  

 

ANKS3 controls cilia structure and function in vitro and in vivo in zebrafish 

The role of ANKS3 on cilia biogenesis, structure, and function was investigated in both 

mIMCD3 models and NPHP patient fibroblasts. Endogenous or reexpressed WT ANKS3 

were not detected within cilia (Supplementary Fig. 2e, f). In contrast, ANKS3 was localized 

to the basal body in control human primary fibroblasts and within apical granular 

structures in polarized mIMCD3 cells (Supplementary Fig. 2d-f). This result was consistent 

with previous data showing the localization of overexpressed GFP-tagged anks3 protein in 

small aggregates at the basal body region of epidermal multi-ciliated cells in Xenopus 

laevis embryos13. The p.P269L variant did not impair ANKS3 localization in any of the 

cellular models we used (Supplementary Fig. 2d-f). 

Analyses of ciliogenesis by immunofluorescence (IF) and scanning electron microscopy 

(SEM) revealed that loss of ANKS3 function did not alter the percentage of ciliated cells 

(Supplementary Fig. 2g, h), but instead resulted in shorter cilia (Fig. 1e-f; Supplementary 

Fig. 2i). In contrast, cilia were much longer in the presence of mutant p.P269L in patient 

fibroblasts and KD_P269L mIMCD3 cells, as well as in the tubular cells of a kidney biopsy 

obtained from one of the NPH patients (Fig. 1e-g; Supplementary Fig. 2i,j). Both KD_GFP 

and KD_P269L mIMCD3 cells showed drastic extension of the InvsC component staining, 

NEK8, ANKS6 and INVS, all along the axoneme (Fig. 1h, i; Supplementary Fig. 3a-d). 

Similar findings were observed in NPH patient fibroblasts (Figure 1j; Supplementary Fig. 

3e). The effect of the ANKS3 p.P269L mutation on cilia length is comparable to that of 

other NPHP-associated mutations identified in some NPHP/IFT genes27, and suggests 

that the p.P269L variant does not result in complete loss of function (see Discussion).  

To further analyse the ciliary functions of ANKS3, we examined the impact of its loss of 

function or mutation on the localization of key ciliary signalling proteins known to be 

affected in other NPHP conditions (adenylate cyclase [ACIII] for cAMP signalling, 

polycystin-2 [PC2] for Ca2+ signalling, and smoothened [Smo] for Hedgehog [Hh] 

signalling)27–29. Whereas ACIII localization was not affected (data not shown), PC2 was 

not detected in cilia of KD_GFP mIMCD3 cells and was distributed all along the cilium in 

KD_P269L cells (Supplementary Fig. 3f, g). Furthermore, translocation of Smo into the 

cilium upon activation with Smoothened Agonist (SAG) was decreased in both KD_GFP 

and KD_P269L cells (Fig. 1k, l). This indicated abnormal activation of Hh signalling, which 
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was confirmed by qRT-PCR showing a 50% decrease in Patched1 mRNA expression in 

KD_GFP and KD_P269L mIMCD3 cells (Fig. 1m) as well as in NPH patient fibroblasts 

(Supplementary Fig. 3h). 

Finally, we investigated the pathogenicity of the p.P269L mutation in vivo in a TALEN-

induced anks3 mutant zebrafish line (Supplementary Fig. 4a, b). As previously reported25, 

anks3-mutant embryos had largely normal gross morphology, but exhibited laterality 

defects (abnormal heart looping), without any other ciliopathy-related phenotypes 

(Supplementary Fig. 4c-e). These defects were rescued by injection of RNA encoding 

human WT ANKS3 but not by p.P269L mutant ANKS3 mRNA (Supplementary Fig. 4e). 

These results suggested a role of ANKS3 at the Kupffer’s vesicle, the transitory ciliated 

organ responsible for establishment of left-right asymmetry. While anks3 is expressed in 

Kupffer’s vesicle-lining cells (Supplementary. Fig.4f), loss of anks3 function did not affect 

Kupffer’s vesicle cilia number or length (Supplementary Fig. 4g-i). Instead ciliary motility 

was decreased (Supplementary Fig. 4j, k) and associated with defective Ca2+ signalling 

(Supplementary Fig. 4l, m). Hence, these results indicated that the observed laterality 

defects were due to either abnormal cilia beating and/or abnormal mechano-transduction, 

phenotypes also shown to be associated with loss of function of BICC1 or NEK8, 

respectively19,30. 

These data indicate that ANKS3 participates in ciliary structure and composition, as well 

as regulation of cilia-related signalling pathways such as Ca2+/PC2 and smoothened/Hh. 

Moreover, the data suggest that the ANKS3 p.P269L mutation directly affects ciliary 

morphology and intracellular signalling. 

 

Loss or mutation of ANKS3 in IMCD3 cells leads to abnormal epithelial 

differentiation due to NPHP1 transcript instability  

Since p.P269L ANKS3 failed to interact with NPHP1, a TZ protein crucial for maintenance 

of apico-basal polarity in renal epithelial cells,11 we analysed whether ANKS3 loss of 

function or mutation also led to cell polarity defects. We first found that the apical marker 

GP135 was not detectable at the apical membrane in both KD_GFP and KD_P269L 

mIMCD3 cells (Fig. 2a). Then, we performed a calcium-switch assay and measured the 

trans-epithelial resistance (TER) during re-formation of tight junctions. KD_GFP and 

KD_P269L cells showed a delay in tight junction formation as monitored by decreased 

TER compared to control and KD_WT cells (Fig. 2b). These phenotypes were associated 

with a decrease in cell height (Fig. 2c), further corroborating that KD_GFP and KD_P269L 

cells failed to properly polarize. Coherent with alteration of polarity, fewer microvilli were 

visible at the apical surface of KD_GFP and KD_P269L cells by SEM and actin stress 

fibres also seemed disorganized (Fig. 1e, Supplementary Fig. 5a). 
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NPHP1 was less abundant in KD_GFP and KD_P269L mIMCD3 cells than in control cells 

(Fig. 2d; Supplementary Fig. 5b). To investigate the mechanism responsible for this 

apparent decrease of protein amount, we analysed Nphp1 mRNA levels. A 50% decrease 

of Nphp1 mRNA was observed in KD_GFP and KD_P269L cells (Fig. 2e). Using 

actinomycinD treatment to block RNA transcription, we further demonstrated that the half-

life of Nphp1 mRNA was decreased in KD_GFP and KD_P269L cells (Fig. 2f). Together, 

these data indicated that ANKS3 increases the stability of NPHP1 transcripts. 

We therefore hypothesized that the structural and functional ciliary and cellular polarity 

defects observed in KD_GFP and KD_P269L mIMCD3 cells could be due to decreased 

NPHP1 expression. We thus performed rescue experiments through stable expression of 

human V5-tagged NPHP1 in KD_GFP and KD_P269L cells (Fig. 2g). Overexpression of 

NPHP1 restored most of the phenotypes associated with loss or mutation of ANKS3, 

including abnormal apical localization of GP135, delayed tight junction formation, and 

reduced cell height in both KD_GFP and KD_P269L cells (Fig. 2h, i, Supplementary Fig. 

5c), as well as the increased cilia length in P269L mIMCD3 cells (Fig. 2j). However, 

NPHP1 expression did not rescue shortened cilia in KD_GFP mIMCD3 cells or 

disorganization of InvsC (Fig. 2j, k), indicating that Nphp1 down-regulation cannot account 

for all the phenotypes observed upon loss of ANKS3 function. 

These data indicate that most ANKS3-associated phenotypes are linked to decreased 

expression of NPHP1 through an uncharacterized effect of ANKS3 on NPHP1 mRNA 

stability. Furthermore, the expression of NPHP1-V5 led to an unexpected 30-fold increase 

of endogenous expression of murine Nphp1 in control and KD_WT cells, while there was 

no or a slight increase in KD_GFP and KD_P269L cells respectively (Fig. 2l), suggesting 

that NPHP1 autoregulates its transcript levels via interaction with ANKS3. 
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Fig. 2 | ANKS3 mutation leads to polarity defects rescued by re expression of NPHP1.  
(a) Immunofluorescence analysis of the subcellular localization of the apical marker GP135 (red) in KD_GFP, KD_WT, and 
KD_P269L mIMCD3 cells grown for 6 h in standard medium after Ca2+ switch assay. Scale bar, 10 µm. (b) Measurement 
of transepithelial resistance (TER) of KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 cells at different time points after Ca2+ 
switch assay. Values are the mean ± s.e.m. of 3 independent experiments; * comparison of Ct rl vs. KD_GFP; # comparison 
of Ctrl vs. KD_P269L; ns: non-significant, */# p<0.05, **p< 0.01 by two-way ANOVA. (c) Cell height of KD_GFP, KD_WT, 
and KD_P269L mIMCD3 cells grown on filters was measured as the distance from the base to the top of the cells a fter β 
catenin staining (data not shown). Values are the mean ± s.d. of n>20 cells from 3 independent experiments; ns: non -
significant; ***p<0.001, Kruskal-Wallis test. (d-e) Quantification of endogenous NPHP1 protein (d) and mRNA (e) levels.  
Protein quantification was normalized to a GAPDH loading control and mRNA quantification was normalized to Hprt gene 
expression. (f) qPCR analysis of murine NPHP1 mRNA decay kinetics after Actinomycin D (ActD) treatment. Values are 
the mean ± s.e.m. of 3 independent experiments; * comparison of Ctrl vs. KD_GFP; # comparison of Ctrl vs KD_P269L; ns: 
non-significant, **/## p< 0.01, ***/### p<0.001 by two-way ANOVA. (g) Western blot analysis of NPHP1 expression in 
KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 cells stably expressing human NPHP1-V5 construct. (h) Immunofluorescence 
analysis of the subcellular localization of the apical marker GP135 (red) in KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 
cells stably expressing human NPHP1-V5 and grown for 6 h in standard medium after Ca2+ switch assay. Scale bar, 10 
µm. (i) Cell height of KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 cells stably expressing human NPHP1-V5 and grown on 
filters was measured as the distance from the base to the top of the cells following β catenin staining (data not shown). 
Values are the mean ± s.d. of n>20 cells from 3 independent experiments; ns: non-significant by Kruskal-Wallis test. (j) 
Analysis of cilia length in KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 cells stably expressing NPHP1-V5. Values are the 
mean ± s.e.m. of n>100 cells from 3 independent experiments; ns: non-significant, ***p<0.001 by one-way ANOVA. (k) 
Quantification of the ciliary distribution of ANKS6 in KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 cells stably expressing 
NPHP1-V5 as measured by the ratio of ANKS6 staining length to total cilia length (acetylated α tubulin staining). Values 
are the mean ± s.d. of n>100 cells from 3 independent experiments; ns: non-significant, *p<0.05, ***p<0.001 by Kruskal-
Wallis test. (l) Relative expression of murine NPHP1 mRNA normalized to Hprt was analysed by qPCR in mIMCD3 cells in 
normal conditions or after re expression of hNPHP1-V5 construct (mean ± s.d. from 3 independent experiments). 
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ANKS3 functions with BICC1 to regulate Nphp1 transcript stability 

A recent study proposed that ANKS3 negatively modulates extended homopolymerization 

of BICC1 and its localization into cytoplasmic bodies,31 from where it is believed to control 

the stability of target mRNAs15–17. Thus, we postulated that ANKS3 might regulate 

Nphp1 transcript stability through interaction with BICC1, disrupted in KD_GFP or altered 

in KD_P269L cells (Fig. 1d). We therefore analysed the capacity of ANKS3 and BICC1 to 

bind Nphp1 transcripts by RNA co-immunoprecipitation (RIP) assays (see Methods). As 

demonstrated in Fig. 3a, Nphp1 transcripts were associated with WT ANKS3 

immunoprecipitates, and to a lesser extent in the presence of P269L ANKS3. Moreover, 

BICC1 also bound Nphp1 transcripts (Fig. 3b) and this interaction was increased in the 

absence of ANKS3 or in the presence of the P269L mutant (Fig. 3b). The increased 

binding of Nphp1 mRNA with BICC1 in the contexts of KD_GFP or KD_P269L was 

inversely correlated with transcript stability, supporting the hypothesis that ANKS3 

negatively regulates BICC1/Nphp1 mRNA interactions, subsequently preventing mRNA 

degradation.  

In order to validate this hypothesis, we performed siRNA-mediated knock-down of BICC1 

in KD_GFP and KD_P269L cells and observed that reduction of 70%-80% of BICC1 

protein expression rescued Nphp1 mRNA and protein levels (Fig. 3c, d, e). Reduction of 

BICC1 expression also restored ANKS3-associated phenotypes, including epithelialization 

defects (apical GP135 localization and cell height) and longer cilia in the KD_P269L cells, 

as well as NPHP1-independent phenotypes (cilia length and InvsC organization) (Fig. 3f-j, 

Supplementary Fig. 5d, e). Since BICC1 knockdown also rescued NPHP1-independent 

phenotypes (Fig. 3h-j, Supplementary Fig. 5d, e), we hypothesized that ANKS3, through 

interaction with BICC1, controls the stability of other transcripts. 
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Fig. 3 | BICC1 binds NPHP1 mRNA and silencing of BICC1 rescues ANKS3 KD-associated defects. 
(a-b) RNA coimmunoprecipitation assay of NPHP1 mRNA with WT and p.P269L mutated ANKS3-GFP forms (a) and 
endogenous BICC1 (b). RT-PCR using specific primers for murine NPHP1 and GAPDH (upper panels) and western blot 
using GFP (a) or BICC1 (b) antibodies (lower panels) were performed on immunoprecipitates from KD_GFP, KD_WT, and 
KD_P269L mIMCD3 cell lysates. (c-d) Nphp1 protein (c) and mRNA (d) levels in control, KD_GFP, KD_WT, and 
KD_P269L mIMCD3 cells transfected with scramble or BICC1-targeting siRNA. (c) Western blot analysis of BICC1 
expression validated the targeting efficiency of BICC1 siRNA (α tubulin was used as a loading control). (d) qPCR analysis 
of Nphp1 expression was normalized to Hprt. Values are the mean ± s.d. from 3 independent experiments; ns: non-
significant, ***p<0.001 by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test. (e) Schematic model of the proposed mechanism by 
which ANKS3 and BICC1 proteins regulate NPHP1 mRNA and protein expression which is implicated in a positive 
feedback loop. (f) Immunofluorescence analysis of the subcellular localization of the apical marker GP135 (red) in control, 
KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 cells transfected with BICC1-targeting siRNA and grown for 6 h in standard 
medium after Ca2+ switch assay. Scale bar, 10 µm. (g) Cell height of control, KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 
cells transfected with BICC1-targeting siRNA and grown on filters was measured as the distance from the base to the top 
of the cells following β-catenin staining (data not shown). Values are the mean ± s.d. of n>20 cells from 3 independent 
experiments; ns: non-significant, *p<0.05, ***p<0.001 by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test. (h) Analysis of cilia 
length in control, KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 cells transfected with scramble or BICC1-targeting siRNA. 
Values are the mean ± s.e.m. of n>100 cells from 3 independent experiments; ns: non-significant, **p< 0.01 ***p<0.001 by 
Kruskal-Wallis test. (i-j) Immunofluorescence (h) and quantification (i) of the ciliary distribution of NEK8 in control, 
KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 cells transfected with scramble or BICC1-targeting siRNA (h, NEK8, green; 
acetylated α tubulin, red) Scale bar, 1 µm. (i) NEK8 distribution was quantified as the ratio of NEK8 staining length to tota l 
cilia length (acetylated α tubulin staining). Values are the mean ± s.d. of n>100 cells from 3 independent experiments; ns: 
non-significant, **p<0.01, ***p<0.001 by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test. 
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ANKS3 and BICC1 are key regulators of ciliary gene expression 

To get a global vision of the role of the ANKS3/BICC1 complex in mRNA regulation, we 

performed a comprehensive transcriptomic analysis using RNA-Seq. In comparing the 

expression profiles of KD_GFP and control cells, we identified 4258 deregulated genes 

(fold change ≥1.2 or ≤0.8, p-value ≤ 0.05) (Fig. 4a, Supplementary Table 1), with a bias 

towards down-regulation (65% versus 35%). Interestingly, 906 of these deregulated genes 

encoded cilia-related proteins (81% of which were down-regulated). These included 

components of cilia assembly and transport (BBS, IFT, BB/TZ/InvsC), transcription factors 

(RFX3), ciliary signalling actors (Hh, Wnt and Planar Cell Polarity [PCP] pathways), and 

genes involved in laterality determination (Fig. 4b, Supplementary Tables 1&2). Of these 

906 genes, 67 have been implicated in ciliopathies (in blue in Fig. 4b), including NPHP3, 

NPHP4, RPGRIP1L, NEK8, ANKS6, IFT140 in NPHP and PKD1, PKD2 and PKHD1 in 

polycystic kidney disease. Deregulation of these genes may thus account for the structural 

and functional defects observed in cilia from KD_GFP cells. Similar analysis in mutant 

cells revealed a lower number of deregulated ciliopathy genes than in KD_GFP cells (30 

versus 67), which coincides with the distinct and more subtle effects of the p.P269L 

ANKS3 mutation on ciliogenesis (Supplementary Table 1). 

Strikingly, knocking down BICC1 rescued the expression of 73% of the genes deregulated 

in KD_GFP, including 362 cilia-related genes (bold font in Fig. 4b; Supplementary Table 

1). When only considering genes with a fold change ≥ 2, we observed a significant bias 

towards rescue of down-regulated genes (77% versus 44%) (Fig. 4a, b; Supplementary 

Table 1). This result highlights the major role of ANKS3 in the protection of mRNA from 

BICC1-dependent degradation, as demonstrated for Nphp1. 

Besides cilia-related genes, Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery (DAVID) and Ingenuity® Pathway analyses highlighted several significant gene 

ontology terms and signalling pathways relevant to NPHP, including cell 

migration/adhesion, Hippo, TGFβ and mTOR signalling, and autophagy, inflammation and 

DNA repair pathways (Fig. 4b; Supplementary Tables 1&2)3,29,32,33. Moreover, analysis of 

the subset of genes rescued by BICC1 knockdown revealed specific categories related to 

RNA splicing and degradation (including Cnot3 and Lsm2/3/6/7) (Supplementary Table 2), 

indicating that the ANKS3/BICC1 complex also controls expression of proteins involved in 

post-transcriptional regulation of mRNA levels.  
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Fig. 4 | ANKS3 and BICC1 regulate post-transcriptional ciliary gene expression 
(a) Heat map of RNA-Seq data from control and KD_GFP mIMCD3 cells with or without transfection of scramble or BICC1-
targeting siRNA. (b) Ciliary genes dysregulated in KD_GFP mIMCD3 cells grouped by cellular function or subcellular 
localization. Genes are listed as either up- or down-regulated. Genes in blue are associated with specific ciliopathies. 
Expression of genes listed in bold font is rescued upon silencing of BICC1 expression. (c) RNA coimmunoprecipitation with 
BICC1 in control, KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 cells. Immunoprecipitates were subjected to RT-PCR for 
several specific ciliary genes; GAPDH was amplified as a negative control. Western blot with BICC1 antibody (bottom 
panel). (d-e) Quantification of total (d) and immunoprecipitated (e) ciliary gene mRNAs analysed in (c). Dysregulated ciliary 
genes in KD_GFP cells were extracted from whole transcriptomic analysis by comparison with a list of ciliary genes 
(established from literature (see Supplementary Table 1).  
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Since RNA-Seq analysis suggested that reduction of ANKS3 function decreased mRNA 

stability in a BICC1-dependent manner, we tested whether the stability of some transcripts 

deregulated in KD_GFP and KD_P269L conditions correlated with binding to BICC1. By 

performing semi-quantitative RT-PCR analysis on BICC1-immunoprecipitated mRNAs 

isolated from control, KD_GFP and KD_P269L cell lysates, we observed evidence of 

increased binding of BICC1 with ANKS6 and DVL2 mRNAs, two transcripts down-

regulated in KD_GFP and KD_P269L conditions (Fig. 4c-e). These results imply that 

inhibition of mRNA binding to BICC1 is the mechanism by which ANKS3 regulates RNA 

stability. It is also noteworthy that neither the expression level nor BICC1 binding of 

ADCY6 mRNA, a known target of BICC1, were affected by ANKS3 status, thus indicating 

that ANKS3 co-regulates with BICC1 a specific set of mRNAs.  

 

BICC1 regulates mRNA transcript stability by associating with AGO2 

BICC1 has been shown to regulate mRNA translation repression and degradation through 

the RISC complex, by loading the DICER/miRNA precursor complexes onto its Adcy6/Pkia 

mRNA targets, which are then transferred to Argonaute 2 (AGO2)17,34,35. To further explore 

the molecular mechanism of ANKS3/BICC1 in regulating degradation of mRNAs, we 

considered the role of AGO2. We found that endogenous BICC1 and AGO2 proteins 

interact in mIMCD3 cells (Fig. 5a) and that this interaction was enhanced in both KD_GFP 

and KD_P269L cells (Fig. 5a-c). This result suggests that ANKS3 limits BICC1 binding to 

AGO2, subsequently inhibiting degradation of Nphp1 and other targeted transcripts by the 

RISC complex. In favour of this hypothesis, we observed increased co-localization of both 

endogenous BICC1 and Nphp1 mRNA molecules (using smiFISH technique36) with AGO2 

in KD_GFP and KD_P269L cells (Fig. 5d-g). Finally, BICC1 was found to colocalize more 

frequently with DCP1a-positive processing bodies (where mRNA storage or degradation 

occurs) in KD_GFP cells, as well as in NPHP patient kidney biopsy samples (Fig. 5h, i; 

Supplementary Fig. 5f, g). Of note, we also observed that BICC1-positive bodies appeared 

larger in KD_GFP cells and NPHP patient tubular cells, while the number of BICC1-

positive bodies was decreased (Fig. 5j, k; Supplementary Fig. 5h). These data indicate 

that, the absence of ANKS3 or the impaired ANKS3-BICC1 interaction induces the 

formation of larger BICC1 foci, increases BICC1/AGO2 interaction and then the transfer of 

Nphp1 and other cilia-related gene transcripts to the RISC complex for degradation. 
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Fig. 5 | AGO2 interacts with BICC1 and colocalizes with NPHP1 mRNA 
(a-b) Lysates from control, KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L mIMCD3 cells were immunoprecipitated with BICC1 
antibody. Western blots of immunoprecipitates (a) were performed using BICC1 and AGO2 antibodies and quantified (b). 
(c) Lysates from KD_GFP, KD_WT, and KD_P269L cells co-transfected with a BICC1-mcherry construct were 
immunoprecipitated with mCherry antibody and western blots were performed using mCherry and AGO2 antibodies. (d-e) 
Colocalization of BICC1 and AGO2 in mIMCD3 cells was visualized by immunofluorescence staining (d, BICC1, green; 
AGO2, red). Scale bar, 10 µm. (e) Quantification of BICC1-AGO2 colocalization by colocalizer ImageJ protocol with a 
distance of 3 px (mean ± s.d. from 3 independent experiments, ns: non-significant; Dunn’s post-hoc test). (f-g) 
Colocalization of Nphp1 mRNA and AGO2. (f) Detection of NPHP1 mRNA by CY3-coupled smiFISH probes (red) and 
AGO2 protein with anti-AGO2 antibody (green). Scale bar, 10µm. (g) Percentage of NPHP1 smiFISH spots colocalizing 
with an AGO2 spot (mean ± s.d. from 3 independent experiments). (h-k) Human kidney biopsies were stained for BICC1 
(green) and the P-bodies marker DCP1A (red). Scale bar, 10 µm. (i) Quantification of colocalization of BICC1 and DCP1A 
by colocalizer ImageJ protocol with a distance of 3 px (mean ± s.d. from 3 independent experiments, ***p<0.001, by two -
way ANOVA and Dunn’s post-hoc test). Distribution of sizes of BICC1 bodies (j) and spatial repartition (k) using ImageJ 
spot detector protocol (mean ± s.d. from 3 independent experiments, **p<0.01 by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc 
test). (l) Schematic model of the proposed mechanism by which ANKS3-BICC1 complexes regulate post-transcriptional 
ciliary gene expression. 
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Discussion 

Ciliopathies are a complex group of genetic diseases characterized by developmental or 

functional disorders of multiple organ systems. Although most ciliopathies result from 

mutations of structural ciliary proteins, we define here a novel mechanism linked to 

mutation in a post-transcriptional regulator of ciliary gene expression, based on the 

identification of ANKS3 mutation in patients with nephronophthisis and liver cysts. The 

p.P269L ANKS3 mutant protein fails to interact properly with the ciliopathy-related protein 

network ANKS6/NEK8/NPHP1 and with BICC1, a regulator of ciliary gene mRNA 

expression. Mutation in ANKS3 adversely affects cilia morphology and function as well as 

epithelial differentiation in vitro and in vivo. By demonstrating (1) the key role of ANKS3 in 

regulating stability of cilia-related transcripts through modulation of BICC1 function, (2) 

that impairment of ANKS3/BICC1 complex activity has deleterious effects on the 

biogenesis and function of primary cilia, and (3) that ANKS3 mutation is a genetic cause of 

NPHP, we highlight ANKS3 as a novel renal ciliopathy gene and as a key regulator of a 

novel pathophysiological mechanism for NPHP-related ciliopathies. Thus for, we propose 

NPHP21 as an alias for ANKS3. 

ANKS3 has been recently shown to negatively regulate BICC1 homo-polymerisation and 

reduce size of BICC1 foci, via formation of SAM domain dependent ANKS3-BICC1 

heteropolymers31. In agreement with this observation we showed that in absence of 

ANKS3 or when ANKS3-BICC1 interaction is impaired, BICC1 forms larger foci in both 

mIMCD3 cells and patient kidneys, suggesting the presence of abnormally extended 

homo-polymers of BICC1 with enhanced ability to bind mRNA targets (Figure 5l). We also 

showed that this led to increased recruitment of AGO2-RISC complex directing transcripts 

to DCP1A-positive P-bodies, promoting their degradation. Altogether, these data highlight 

a new function of BICC1 in the regulation of mRNA degradation, as observed here for 

Nphp1 and other transcripts. Whether the ANKS3-BICC1 complex regulates specific 

mRNA degradation in a miRNA-mediated mechanism, remains to be determined.  

As a part of this novel mechanism of post-transcriptional regulation of key ciliary 

transcripts, we propose that NPHP1 may regulate its own expression, and possibly that of 

other NPHP genes, by interacting with ANKS3 and favouring formation of ANKS3-BICC1 

hetero-oligomer complexes. This positive loop of regulation will lead to an exponential and 

quick adaptation to promote ciliogenesis and epithelialization. NPHP proteins would thus 

participate to their own expression regulation through the ANKS3-BICC1 complex, and 

constitute sensor of ciliary assembling and maintenance at the TZ and cell junctions. The 

ANKS3-BICC1-dependent mRNA regulation most probably occurs in the cytoplasmic foci 

close to the apical surface or cell junctions in epithelial cells but also in close proximity to 
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the cilia, which was previously suggested by the association of BICC1 with the 

centrosomal protein OFD116. 

We propose that the ciliary phenotypes observed in KD_GFP and KD_P269L ANKS3 cells 

can be explained mostly by deregulation of ciliary gene transcripts. However, other 

regulatory processes have been shown to modulate cilium formation and maintenance. 

Among notable signalling pathways dysregulated by loss or mutation of ANKS3, we 

identified the mTORC1, TGFβ, Hedgehog and Wnt pathways associated with cilia 

regulation and metabolism as well as kidney failure19,37. Moreover, protein synthesis and 

degradation pathways, such as the ubiquitin-proteasome system, autophagy and 

mTORC1 signaling are controlled by and regulate primary cilium formation and cilia-

related signalling38, and are deregulated in KD_GFP and KD_P269L cells (Table S2). 

Interestingly, Wnt, Shh and mTORC1 pathways are activated in regenerating adult 

kidneys39–42. Therefore, adult onset of ANKS3 mutation-related renal ciliopathy may result 

from abnormal signalling by these "regenerative pathways" during physiologic tissue repair 

processes. 

Even though ANKS3 loss of function and p.P269L mutation both affect cilia-related 

transcript stability, they generate opposite ciliary phenotypes (shorter versus longer cilia). 

This apparent discrepancy on cilia phenotypes has previously been observed with other 

NPHP proteins, including IFT components (IFT172, IFT54)5,27,43, where loss-of function 

mutations led to shorter cilia and missense mutation lead to longer cilia in invalidated 

models. The late onset of the disease observed in the patients with the p.P269L ANKS3 

mutation is in agreement with a hypomorphic effect of this mutation. Therefore, adult onset 

of ANKS3 mutation-related renal ciliopathy may result from abnormal signalling by these 

"regenerative pathways" during physiologic tissue repair processes. It is quite remarkable 

that the phenotype observed with the p.P269L ANKS3 mutation (mislocalization of Nek8 

along the ciliary axoneme and increased ciliary PC2 localization) has also been observed 

in jck mice that harbour a missense Nek8 mutation. Laterality defects in association with 

renal and liver anomalies are recurrent phenotypes associated with mutation of InvsC 

components in both human and murine models10,30,44–47. Although no laterality defect was 

reported in any of the siblings of the family reported here, situs inversus associated with a 

previously human ANKS3 mutation25 as well as phenotype in zebrafish (this study) may 

result from deregulation of InvsC biogenesis. Nek8 kinase activity is required for PC2-

dependent intracellular Ca2+ influx in response to flow in Kupffer’s vesicle of anks3 

zebrafish30. In addition to this proposed mechanism, dysregulation of several cilia motility 

genes identified in transcriptomic analysis of KD_GFP cells may also account for the 

decreased cilia motility observed in the Kupffer’s vesicle of anks3-mutant zebrafish, thus 

contributing to defective establishment of left-right asymmetry. 
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 Finally, in addition to ciliary defects, alteration of ANKS3 led to abnormal apico-

basal polarity and actin cytoskeleton organization in epithelial cells. This result is in 

agreement with the role of ANKS3 on NPHP1 expression the transcriptomic analyses of 

KD_P269L cells, which identified known regulators of RhoGTPase and of signalling 

pathways controlling the organization and dynamics of actin cytoskeleton.  Interestingly, a 

recent study in C. elegans highlighted the function of ANKS3 and its binding partners 

(NEK8, NEK7, ANKS6 and INVS) in control of actin cytoskeletal organization through 

regulation of the RhoGTPase Cdc42 and its downstream effector ACK148. Moreover, 

NPHP1 was previously shown to interact and colocalize with ACK1 at cell-cell junctions in 

kidney cells49. We can thus hypothesize that disrupting the interactions between ANKS3 

and its associated proteins, as well as the lack of NPHP1 expression, affects actin 

cytoskeletal organization and cell contractility, both of which are well-known modulatory 

factors of ciliogenesis and apico-basal cell polarity50. 

 In conclusion, the data presented here highlight the crucial functions of ANKS3 as 

a regulator of cilia-related gene expression in orchestrating the biogenesis and function of 

primary cilia, in addition to regulating key intracellular signalling pathways required for 

maintenance of epithelialisation. Dysfunction of ANKS3 may thus accounts for the 

degenerative pathophysiology seen in ciliopathies and organ damage observed in some of 

these patients.    
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Methods 

 

Patients 

Genomic DNA was isolated from peripheral blood or frozen tissues using standard 

procedures. The study protocol was approved by the Comité de Protection des Personnes 

pour la Recherche Biomédicale Ile de France; written informed consent was obtained. 

 

Homozygosity mapping, exome sequencing, and mutation calling 

Homozygosity mapping was performed using ‘Human Mapping 250k NspI' array and 

parametric logarithm of odds scores were calculated with MERLIN software, assuming 

autosomal recessive inheritance. 

 

For whole exome sequencing, genomic DNA isolated from blood lymphocytes was 

subjected to exome capture using Agilent SureSelect human exome capture arrays (Life 

Technologies), followed by next generation sequencing on the Illumina® sequencing 

platform. The raw data FASTQ files were first mapped to NCBI build 37/hg19 reference 

genome using Burrows-Wheeler Aligner (BWA). Downstream processing was carried out 

with Genome Analysis Toolkit (GATK), SAMtools, and Picard Tools, following documented 

best practices (http://www.broadinstitute.org/gatk/guide/topic?name=best-practices). All 

variants were annotated using a software system developed by the Paris Descartes 

University Bioinformatics platform. The mean depth of coverage obtained was greater than 

x72, and >94% of the exome was covered at least x15. Different filters were applied to 

exclude all variants located in non-exonic regions, pseudogenes, untranslated regions, or 

known polymorphic variants with a frequency above 1% annotated in databases such as 

dbSNP, 1000 genome projects, and gnomAD, including all variants identified by in-house 

exome sequencing (12,426 exomes and 1,355 ciliomes). The functional consequence of 

missense variants was predicted using SIFT 

(http://sift.jcvi.org/www/SIFT_enst_submit.html), PolyPhen2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) and CADD/PHRED2 

(http://cadd.gs.washington.edu/) software. 

 

Traditional Sanger sequencing was performed using the primers Forward 5’ TCA GTT 

TGC CGT AAG GAT TAG T 3’ and Reverse 5’ CTA TTC CAT TCT TGC CAA CAC 3’ to 

validate the next generation sequencing findings and the segregation of the mutation in 

the family. 
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Human primary fibroblasts, mIMCD3 cells, and HEK293T cell culture 

Control and affected patient fibroblasts were cultured in Opti-MEM supplemented with 

10% foetal bovine serum, 100 U ml−1 penicillin and 100 mg ml−1 streptomycin (all from 

Life technologies). Control and NPH patient fibroblasts (1.5×104 or 2.5×104 cells, 

respectively) were plated on coverslips and grown for 2 d (low confluence) or 6 d followed 

by 48 h serum deprivation (high confluence) before fixation. Murine inner medullary 

collecting duct (mIMCD3) cells were cultured in DMEM F-12 and HEK293T cells were 

cultured in DMEM GlutaMaxI medium containing 10% fetal bovine serum (FBS), 

100 U ml−1 penicillin and 100 mg ml−1 streptomycin (all from Life technologies). For 

immunofluorescence, 2.5×104 cells were plated on coverslips and grown for 5 d before 

fixation. For all experiments, the level of confluence was checked visually and cells were 

counted using Beckman Coulter instrument to ensure similarity between control and 

samples. 

 

Plasmids and lentiviral infections 

Anks3-knockdown was performed in mIMCD3 cells by lentiviral infection with a shRNA 

expressing construct cloned in Lv122-puromycin vector (Gene Copoeia EX-H2236-Lv122). 

Stable cell lines re-expressing WT or mutant ANKS3-GFP forms were obtained using 

lentiviral infection of an ANKS3-GFP construct cloned in Lv122-puromycin vector. ANKS3-

GFP variants were obtained through site-directed mutagenesis using a Pfu turbo kit 

(Invitrogen). NPHP1-V5-rescued cell lines were obtained by lentiviral infection with a 

NPHP1-6A construct tagged with V551. 

 

Short interfering RNA (siRNA) transfection 

Cells were transfected with 4 μl of 2 µM scramble or BICC1-targeting siRNAs using the 

Lipofectamine transfection kit according to the manufacturer’s instructions. Cells were 

collected 72 h after transfection for analysis. 

 

Antibodies 

The following antibodies were used in the study: acetylated α-tubulin (Abcam, ab24610, 

1:500), α-tubulin (Abcam, ab18251, 1:500), ARL13B (Proteintech, 17711 1 AP, 1:400), 

Polycystin-2 (Santa Cruz, SC10376, 1:50 for immunofluorescence [IF] and 1:2,000 for 

western blot [WB]), NPHP1-C20 (Santa Cruz, 1:200 for IF), DCP1A (Abnova, 55802, 

1:200 for IF), GP135 (R&D, AF1556, 1:200 for IF and 1:1,000 for WB), γ-tubulin (Sigma, 

DQ-19, 1:500), acetylated α tubulin (Sigma, 6–11-B-1, 1:10,000), ANKS3 (Sigma, 

HPA041409, 1:50 for IF and 1:1000 for WB), ANKS6 (Sigma, HPA008355, 1:200 for IF 

and 1:2,000 for WB), BICC1 (Sigma, HPA045212, 1:50 for IF and 1:1,500 for WB), γ-
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tubulin (Millipore, C 20, 1:200), GAPDH (Millipore, MAB374, 1:4,000 for WB), NEK8 (gift 

from D. Beier52 1:500), rabbit GFP (Life Technology, A11122, 1:500), chicken GFP (2B 

Scientific, 1020, 1:200); ODF2 (Novus H00004957-M01 1:200 for IF), NEK7 (Genetex 

GTX108216S 1:2,000 for WB), Smo (Abcam ab38686 1:100 for IF), AGO2 (Sigma 

SAB4200085 1:100 for IF and 1:1,000 for WB), and the TAG antibodies Flag (Sigma 

F1804 1:500 for IF and 1:5,000 for WB), Myc (Thermo Fisher MSP139P1 1:500 for IF and 

1:5,000 for WB), and V5 (AbD Serotec MCA1360 1:500 for IF and 1:5,000 for WB). Rabbit 

NPHP1 antibody was described previously51 and used at 1:500 dilution for western blots. 

Highly cross-adsorbed secondary antibodies (Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546, 

AlexaFluor 555, AlexaFluor 532, and Alexa Fluor 647) were obtained from Molecular 

Probes (Life Technologies) and used at 1:200 dilution. 

 

Immunofluorescence staining 

Fibroblasts and mIMCD3 cells were fixed in 4% PFA in 1X PBS followed by treatment with 

50 mM NH4Cl and permeabilization with 0.2% Triton X 100 or fixed in ice-cold methanol 

for 5 min. Cells were then blocked with 1% skim milk or 1% BSA containing 0.1% 

Tween20 before incubation with primary antibody (1-3 h at room temperature or overnight 

at 4°C) and Alexa Fluor-conjugated secondary antibody (30 min at room temperature). 

Appropriate controls were performed omitting the primary antibodies. DNA was stained 

with DAPI or Hoechst (Life Technologies). Confocal images were obtained on LEICA SP8 

microscope. Images were analysed with ImageJ. Z-stacks were acquired with identical 

acquisition settings (gain, offset, laser power) and all measurements of fluorescence 

intensity were performed on maximum intensity projection. Post-acquisition colocalization 

image analysis was performed using Icy software53. The undecimated wavelet transforms 

Spot Detector plugin and the Colocalizer protocol were used to quantify the number of 

particles and colocalized particles, respectively. 

 

Formalin-fixed, paraffin-embedded human tissue biopsies were sectioned (8 μm 

thickness) using a Leica microtome. Sections were immersed in xylene baths (5 min each) 

then rehydrated for 5 min in ethanol baths of decreasing concentration (100%, 95%, 70%, 

and 40%) and finally immersed in MilliQ water for 5 min. Dako target retrieval solution 

(Dako ref. S1699) was used according to the manufacturer's instructions. Slides were 

blocked for 45 min at 4°C by 10% normal donkey serum diluted in PBT (DPBS with 0.1% 

Triton X100). Primary and secondary antibodies were used as described above. Slides 

were mounted in adapted medium and analysed under an inverted confocal microscope 

(Zeiss LSM 700). 
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Electron microscopy 

For scanning electron microscopy, cells were washed in PBS, fixed with 2.5% 

glutaraldehyde, and processed as reported previously54. 

 

Protein extraction and western blot 

Cells were lysed in 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.5% sodium deoxycholate, 2 mM 

EDTA, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, and protein concentrations were determined using a 

BCA protein assay kit (ThermoScientific). 30-50 µg of protein were loaded on 8% or 10% 

acrylamide gels, blotted on PVDF membranes (Millipore), and incubated using the 

indicated antibodies. Western blots were then analysed with Bioprofil software. 

Coimmunoprecipitation  

Miltenyi beads: HEK293T cells were transiently transfected using the calcium phosphate 

method with different tagged protein constructs. After 48 h, cells were harvested in 

accordance with the Miltenyi Biotec beads protocol. Protein concentrations were 

determined using a BCA protein assay kit (ThermoScientific). Coimmunoprecipitation 

experiments were also performed with ANKS3-null mIMCD3 cells expressing WT ANKS3 

or p.P269L mutant ANKS3. 

 

Sepharose beads: 48 h post-transfection, cells were lysed in 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 

mM NaCl, 0.5% Triton and lysates were incubated with rabbit or mouse isotypic control 

antibodies and G-protein beads (Sigma) for 1 hr at 4°C. Pre-cleared lysates (containing 1 

mg of protein) were then incubated with rabbit anti-Flag (Sigma) or mouse monoclonal 

anti-GFP antibodies (Roche) coupled to G-protein beads for 3 h at 4°C. Beads were then 

washed three times with increasing amounts of NaCl (500 nM; 300 nM and 150 nM in 50 

mM Tris-HCl pH 7.5), resuspended in 2X sample buffer (Sigma), and boiled for 5 min.  

 

Calcium switch assay and TER measurement 

mIMCD3 cells grown on 65 mm Transwell filters (Corning) for 7 d were subjected to Ca2+ 

switch as described by Straight et al.54 Briefly, cells were washed with PBS containing 4 

mM EGTA and calcium-free DMEM (Life Technologies) containing 4 mM EGTA was then 

added to the cells for 45 min to disrupt cell junctions. Cells were then washed twice with 

normal culture medium (DMEM/F12). TER was determined using a Millicell-ERS volt–ohm 

meter (Millipore) immediately after addition of normal growth medium and at the indicated 

time points. 6 h after Ca2+ switch, cells were fixed with 4% PFA and processed as 

described above. 

 

Zebrafish experiments 
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Zebrafish were maintained at 28.5°C under standard protocols. The following transgenic 

lines were used: Tg(bactin:arl13b-GFP)hsc5Tg,55 Tg(sox17:Gal4;cmlc2:GFP) (gift from 

M. Bagnat., Duke University, USA) and Tg(UAS:GCaMP6f; cryaa:mCherry)icm06.56 To 

generate the anks3 mutant fish line, TALENs targeting exon 3 were designed and cloned 

into pCS2TAL3RR or pCS2TAL3DD expression vectors using Golden Gate assembly.57,58 

RNA encoding each TALEN arms (left arm target, 5’ CTG ATG TAC GCT GCT T 3’; right 

arm target 5’ ACA TCG CTA ACC TGC TG CT 3’) were synthesized using the 

mMESSAGE mMACHINE kit (Ambion) and injected into one-cell stage embryos at 100 pg 

per embryo. Mutant alleles were identified by high-resolution melt analysis of PCR 

products generated with the following primers: forward, 5’ GGA GAT GTG GAT TTG GAT 

GG 3’ and reverse, 5’ CTG CAA GAG GAA GTG AGC AA 3’. Genotyping of the 

anks3ii002 allele was performed using allele-specific primers: forward 5’ TAC GCT GCT 

TAC ATC GGT CA 3’ for the WT allele, forward 5’ ACG CTG CTT ACA TAT CTG CTG 3’ 

for the mutant allele, and reverse, 5’ TGC ACA GAT CAA TTG TTC ACC 3’. For RNA 

rescue experiments, WT and mutated human ANKS3-GFP mRNA were synthesized using 

the mMESSAGE mMACHINE kit and injected at 150 pg into one-cell stage embryos. Heart 

looping phenotypes were analysed using a Leica M165FC stereoscope. For whole-mount 

in situ hybridization, the anks3 probe was generated with the following primers: forward, 5’ 

CGA ACA AAG GAC CGA AAC AT 3’ and reverse 5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT 

CTC AGC CTC CAG TTG GTC T 3’ using T7 transcription and digoxigenin labelling. 

Embryos were fixed at 14 h post-fertilization (hpf) in 4% PFA and in situ hybridization was 

performed as previously described.59 For whole-mount immunostaining, embryos were 

fixed at 14 hpf in 4% PFA, blocked in 1X PBS, 0.3% Triton, 4% BSA for 1 h at room 

temperature and incubated in primary antibody (acetylated α tubulin, Sigma, 6–11-B-1, 

1:200) at 4°C overnight. After several washes in 1X PBS, 0.3% Triton, embryos were 

incubated in secondary antibody (AlexaFluor555-conjugated antibody, Molecular Probes, 

1:200) for 2 h at room temperature. All images were acquired using a Zeiss LSM confocal 

microscope after immobilization of fixed or live embryos in 0.8% low melt agarose in 

glass-bottom Petri dishes (Ibidi). Z-stacks were performed to acquire the whole Kupffer’s 

vesicle and projections were assembled and analysed using ImageJ software to determine 

cilia number and length, range of motion (as described previously55), and GCaMP signal 

intensity.  

 

RNA extraction and RT-PCR 

Total cellular mRNA was isolated using Qiagen Extraction Kit and then treated with 

DNaseI. 1.5 µg of total RNA was reverse-transcribed using Superscript II (Life 

Technologies). Relative expression levels of genes of interest were determined by real-



RESULTATS 

 

165 | P a g e  
 

time RT-PCR using the Absolute SYBR Green ROX Mix (ABgene) and specific primers. 

Experiments were repeated at least 3 times and gene expression levels were normalized 

to GAPDH. Data were analysed using the 2−ΔΔCt method.11 

 

mRNA stability assays 

mIMCD3 cells were treated with 1 μM actinomycin D (Sigma-Aldrich) to block mRNA 

synthesis. Cells were harvested at various time points after actinomycin D treatment. 

NPHP1 and GAPDH mRNA levels were quantified by quantitative RT-PCR and mRNA 

half-lives were calculated from plots of mRNA levels as a function of time. We also 

performed the experiments in the presence of DMSO as a control. 

 

RNA-immunoprecipitation (RIP) assay 

RIP assays were performed on cell extracts from mIMCD3 control cells, mIMCD3 

shANKS3 cells re expressing GFP plasmid, mIMCD3 shANKS3 cells re expressing WT 

ANKS3, and mIMCD3 shANKS3 re expressing P269L mutant ANKS3 with anti-GFP 

monoclonal antibody using the RiboCluster Profiler RIP-Assay Kit (MBL, Japan, RN1001) 

according to manufacturer's recommendations. Briefly, RNA-protein complexes were 

pulled-down with 5 µg of mouse anti-GFP monoclonal antibody. Then, bound RNAs were 

recovered from RNA-protein complexes, used as templates for cDNA synthesis, and 

analysed by qPCR or classical PCR followed by agarose gel electrophoresis. Relative 

expression levels of genes of interest were determined by semi-quantitative RT-PCR (25 

cycles for ADCY6 and GAPDH and 30 cycles for DVL2, ANKS6, and NPHP1) using the 

Green Master Mix (Promega) specific primers. 

 

RNA Seq analysis 

FASTQ files were mapped to the ENSEMBL [Human(GRCh38/hg38) / Mouse GRCm38p4] 

reference using Hisat2 and counted by featureCounts from the Subread R package. Read 

count normalisations and groups comparisons were performed by three independent and 

complementary methods - Deseq2, edgeR, LimmaVoom - and the results of each were 

compared and grouped (cf venn diagrams of results comparisons). The results were the 

filtered at pvalue<=0.05 and folds 1.2/2. 

Cluster analysis was performed using hierarchical clustering with the Spearman 

correlation similarity measure and average linkage algorithm. Heat maps were made with 

the R package ctc: Cluster and Tree Conversion and imaged by Java Treeview software. 

Functional analyses were carried out using Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen). The 

R project56 for Statistical Computing [http://www.r-project.org/]. Ingenuity Pathways:  

[http://www.ingenuity.com] Java Treeview—extensible visualization of microarray data55. 
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SmiFISH36 

Primary smiFISH probes and FLAPs (secondary probes, fluorescent conjugated) were 

produced and purchased from Integrated DNA Technologies (IDT). Primary probes were 

generated by high-throughput oligonucleotide synthesis in 96-well plates. To make use of 

low-scale synthesis (25 nmol), the total length of primary probes (transcript-binding + 

FLAP-binding) should not exceed 60 nucleotides. The secondary probes were conjugated 

to Cy3 or Cy5 via conventional 5′ and 3′ amino modifications. 

mIMCD3 cells were fixed in 4% PFA in 1X PBS followed by incubation in ice-cold at -20°C 

methanol overnight. Cells were then incubated with primary antibody and smiFISH probes 

in hybridization buffer (overnight at 37°C). Alexa Fluor-conjugated secondary antibody 

were added (30 min at room temperature) and DNA was stained with DAPI or Hoechst 

(Life Technologies). Confocal images were obtained on LEICA SP8 microscope. Images 

were analysed with ImageJ. 

Statistical analyses 

Results are presented as means of at least 2 independent experiments with s.d. or s.e.m, 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software. All hypothesis tests 

were two-sided and P<0.05 was considered statistically significant. 

 

Availability of data 

The data that support the findings of this study are available from the corresponding 

author upon reasonable request. 
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Supplementary Fig. 1 | Linkage analysis combined with whole-exome sequencing reveals ANKS3 mutation in three 
NPH patients from a consanguineous family 
(a-g) Identification of a homozygous P269L ANKS3 mutation in a consanguineous family with three individuals presenting with 
late onset nephronophthisis. (a) Clinical data from the family with ANKS3 mutation. (b) H&E-stained section from a kidney 
biopsy from patient II.2 showing massive interstitial fibrosis (blue) and focally dilated and atrophic renal tubules. Scale bar,100 
µm. (c) Pedigree of the consanguineous family with three affected individuals presenting with late onset nephronophthisis 
(black). (d) Chromatograms and segregation analysis from Sanger sequencing of the c.806C>T, p.P269L variant in the affected 
family. (e) Linkage analysis revealed a homozygous region of 5.9 Mb on chromosome 16 from genomic position 16:113,599 
(rs11248850) to 16:6,035,402 (rs2059271). A maximum logarithm of odds (LOD) score of 2.6577 was obtained at the ANKS3 
locus (arrow). (f) List of variants obtained from whole exome sequencing of the 5.9 Mb homozygosity region of affected 
individuals after applying filtration strategy. Columns from left to right: Genomic Position of the variant in GRCh38, gene name in 
which the variant is detected (Gene), RefSeq accession, nucleotide (Nt) and amino acid (AA) changes, Polyphen-2 (PP2), SIFT, 
and CADD scores (red, predicted as causative of disease; green, predicted to be non-deleterious), Zygosity (hom, homozygous; 
het, heterozygous), Coverage (number of reads in which position is covered for reference [Ref] and variant alleles [Var] in the 
three NPH patients), variants identified in an institutional database (In House DB), variation ID in dbSNP (Variation), and allelic 
frequency in genome Aggregation Database (MAF gnomAD). (g) Partial protein alignment of ANKS3 showing that the predicted 
change in protein sequence affects an evolutionary conserved amino acid residue. 
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Supplementary Fig. 2 | NPH-associated p.P269L mutation does not affect subcellular localization of ANKS3 
(a) Immunoblot analysis of ANKS3 expression in control and KD_ANKS3 mIMCD3 cells with or without stable re-expression of 
human GFP-tagged WT or p.P269L ANKS3 (α-tubulin was used as protein loading control). (b-d) Co-immunoprecipitation 
assays of ANKS3 with endogenous proteins NEK7, ANKS6, and overexpressed Flag-tagged inversin. Lysates from KD_ANKS3, 
WT, and KD_P269L mIMCD3 cells were immunoprecipitated with an anti-GFP antibody and immunoblots were performed using 
NEK7 (b), ANKS6 (c), Flag (d), or GFP antibodies. (e-f) Immunofluorescence analysis of ANKS3 subcellular localization in 
control and patient fibroblasts. Cells were grown on glass slides (e) and starved 48 h to promote ciliogenesis (f). Subcellular 
localization of ANKS3 (e, green; f, red) was analysed by co-staining with basal body marker ODF2 (e, red) and γ-tubulin (e, cyan) 
or acetylated α-tubulin (f, green). Scale bars, 1 µm. (g) Immunofluorescence analysis of subcellular localization of ANKS3 
(green) in control, KD_ANKS3, WT, and KD_P269L mIMCD3 cells. Cells were grown until confluence on glass slides. Scale 
bars, 10 µm. (h-i) Quantification of ciliogenesis (% of ciliated cells) in control, KD_ANKS3, WT, and KD_P269L mIMCD3 cells (h) 
and NPH patient fibroblasts (i). Data are from 3 independent experiments with n >100 cells; ns = non-significant by two-way 
ANOVA and Dunn’s post-hoc test. (j) Quantification of cilia length from SEM photographs of KD_ANKS3, WT, and KD_P269L 
mIMCD3 cells. Data are from two independent experiments with n>20 cells; ns = non-significant, **p < 0.01, ***p < 0.001 by two-
way ANOVA and Dunn’s post-hoc test. 
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Supplementary Fig. 3 | Analysis of ciliary proteins and signalling pathways in mIMCD3 cells and patient fibroblasts. 
(a-c) Ciliary distribution of ANKS6 and INVS in KD_ANKS3 mIMCD3 cells re-expressing WT-ANKS3-GFP or P269L-ANKS3-
GFP constructs or GFP alone. (a) Cilia staining for ANKS6 (green) and acetylated α-tubulin (red). Scale bar, 1 µm. The 
distributions of ANKS6 and INVS were quantified as the ratios of ANKS6 staining length (b) or INVS staining length (c) to overall 
cilia length (mean ± s.d. of n>100 cells from 3 independent experiments, ns: non-significant, ***p<0.001, Kruskal-Wallis test). (d) 
Ciliary distribution of ANKS6 in NPH patient fibroblasts stained for ANKS6 (red) and acetylated α-tubulin (green). Scale bar, 1 
µm. (e) Ciliary distribution of NEK8 and ANKS6 in kidney biopsies stained for NEK8 or ANKS6 (red) and acetylated α-tubulin 
(green). Scale bar, 5 µm. (f-g) Ciliary distribution of PC2 in mIMCD3 cells stained for PC2 (green) and acetylated α-tubulin (red). 
Scale bar, 1 µm. PC2 staining intensity (f) was quantified (g) inside the ciliary region of interest (mean ± s.d. of n>100 cells from 
3 independent experiments, ns: non-significant; **P<0.01, ***P<0.001, by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test). (h) qPCR 
analysis of relative Patched1 mRNA expression in SAG-treated control and NPH patient fibroblasts. Values are the mean ± s.d. 
from 3 independent experiments (ns: non-significant, ***p<0.001 by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test). 
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Supplementary Fig. 4 | Zebrafish anks3 mutant embryos exhibit laterality defects associated with abnormal cilia 
motility and Ca

2+
 signalling in Kupffer’s vesicle 

(a) Schema of the Anks3 protein showing the position of the TALEN-induced mutation, anks3
ii002

. (b) Chromatograms of the 
TALEN target region showing DNA sequences of WT and anks3

ii002 
mutant alleles and corresponding amino acids. anks3

ii002
 is 

an indel mutation (c.C246-251delCGGTCAinsATCTGCTGCT) that results in a frameshift and premature codon stop 
(p.Gly83Serfs86*). (c) Gross morphology of WT, heterozygous (htz), and anks3

ii002
 mutant embryos at 80 h post-fertilization 

(hpf). (d) Heart looping phenotype of WT and anks3
ii002

 mutant embryos at 48 hpf visualized by transgenic line Tg(cmlc2:GFP) 
labelling of the two cardiac chambers (v, ventricle; a, atrium). Ventral views, anterior at top. (e) Quantification of heart looping 
phenotype (%) in WT (n=69), htz (n=126), and anks3

ii002
 mutant (n=60) embryos with or without injection of GFP-tagged human 

WT (n=63) or p.P269L mutated ANKS3 (n=33). (f) Whole-mount in situ hybridization (ISH) of anks3 showing expression at 
Kupffer’s vesicle (arrowhead) in WT embryos 14 hpf. Lateral view, anterior at left. (g) Immunostaining of cilia (acetylated 
α-tubulin) in Kupffer’s vesicle of WT and anks3

ii002
 mutant embryos 14 hpf. (h-i) Quantification of cilia number (h) and length (i) 

in WT (n=27), htz (n=49), and anks3
ii002

 mutant (n=22) embryos 14 hpf. Values are mean ± s.e.m; ns, non-significant by t-test. (j) 
Live confocal imaging of Kupffer’s vesicle motile cilia in Tg(bactin:arl13bGFP) transgenic WT and anks3

ii002
 mutant embryos 14 

hpf. Slow acquisition speed of motile cilia produces imaging artefacts, delineating the range of motion of each cilium. (k) 
Quantification of the angle defined by the range of motion of motile cilia in WT (n=17), htz (n=11), and mutant (n=10) embryos 
14 hpf, as described in (j). Values are mean ± s.e.m.; ***p<0.0001, *p=0.027 by t-test. (l) Live imaging of cytoplasmic Ca

2+
 influx 

in WT and anks3
ii002

 mutant embryos 14 hpf using the calcium indicator GCaMP6f specifically expressed in Kupffer’s vesicle 
lining cells (sox17 promoter). Dorsal views, anterior at upper left. (m) Quantification (%) of the localization of the highest 
GCaMP6f intensity in WT (n=6), htz (n=10), and anks3

ii002
 mutant (n=8) embryos 14 hpf.
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Supplementary Fig. 5 | BICC1 knockdown rescues KD_ANKS3 and mutant phenotypes. 
(a-b) Immunofluorescence analysis of the subcellular localization of F-actin (a, green) and NPHP1 protein (b, red) in KD_ANKS3, 
WT, and KD_P269L mIMCD3 cells. Scale bar, 10 µm. (c) Relative expression of NPHP1mRNA normalized to Hprt was 
analysed by qPCR in mIMCD3 cells in normal conditions or after re-expression of hNPHP1-V5 construct (mean ± s.d. from 3 
independent experiments). (d) Measurement of transepithelial resistance (TER) of KD_ANKS3, WT, and KD_P269L mIMCD3 
cells re-expressing hNPHP1-V5 construct at different time points after Ca

2+
 switch assay. Values are the mean ± s.e.m. of 3 

independent experiments; no significant differences were observed between Ctrl vs. KD_ANKS3+WT+hNPHP1-V5, 
KD_ANKS3+GFP+hNPHP1-V5, or KD_ANKS3+P269L+ hNPHP-V5 cells by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test. (e-f) 
Ciliary distribution of ANKS6 (green) in mIMCD3 cells with BICC1 knockdown (e, acetylated α-tubulin, red). Scale bar, 1 µm. (f) 
Distribution of ANKS6 was quantified as the ratio of ANKS6 staining length to overall cilia length (mean ± s.d. from 3 
independent experiments with n>100 cells; ns: non-significant; **P<0.01, ***P<0.001, by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc 
test). (g) Immunofluorescence colocalization of BICC1 (green) and P-bodies marker DCP1A (red) in mIMCD3 cells. Scale bar, 
10 µm. (h) Quantification of colocalization of BICC1 and DCP1A by colocalizer ImageJ protocol with a distance of 3 px (mean ± 
s.d. from 3 independent experiments; *** p<0.001 by two-way ANOVA and Dunn’s post-hoc test). (i) Distribution of sizes of 
BICC1 bodies using ImageJ spot detector protocol 

. 
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GOTERM_BP_DIRECT KEGG_PATHWAY GOTERM_BP_DIRECT KEGG_PATHWAY 

Term Gene count % P-Value Term Gene count % P-Value Term Gene count % P-Value Term Gene count % P-Value 

positive regulation of cell migration 60 2,3 6,90E-10 Axon guidance 38 1,4 9,60E-07 phosphorylation 111 5,5 8,70E-11 Axon guidance 31 1,5 3,70E-06

cell-cell adhesion 52 2 1,40E-07 Endocytosis 65 2,4 1,00E-06 apoptotic process 99 4,9 1,00E-08 Endocytosis 50 2,5 2,00E-05

response to hypoxia 50 1,9 1,40E-06 MAPK signaling pathway 58 2,2 8,20E-06 protein ubiquitination 70 3,5 2,80E-08 MAPK signaling pathway 46 2,3 3,50E-05

positive regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 175 6,6 1,10E-05 Focal adhesion 50 1,9 8,60E-06 endosome organization 15 0,7 5,20E-07 Phosphatidylinositol signaling system 23 1,1 1,10E-04

establishment of planar polarity 11 0,4 2,00E-05 Inositol phosphate metabolism 23 0,9 3,30E-05 positive regulation of cell migration 44 2,2 6,20E-07 Focal adhesion 38 1,9 1,50E-04

endocytosis 44 1,7 4,10E-05 Hippo signaling pathway 38 1,4 4,90E-05 regulation of transcription, DNA-templated 286 14,2 1,20E-06 FoxO signaling pathway 26 1,3 9,30E-04

negative regulation of cell proliferation 78 2,9 4,20E-05 Phosphatidylinositol signaling system 27 1 1,40E-04 transcription, DNA-templated 238 11,8 7,70E-06 Hippo signaling pathway 26 1,3 5,00E-03

regulation of protein localization 22 0,8 4,90E-05 Ras signaling pathway 49 1,8 2,70E-04 regulation of GTPase activity 21 1 8,20E-06 Wnt signaling pathway 23 1,1 1,60E-02

vesicle-mediated transport 49 1,8 6,30E-05 PI3K-Akt signaling pathway 68 2,6 3,40E-04 epidermal growth factor receptor signaling pathway 16 0,8 1,20E-05 AMPK signaling pathway 21 1 1,90E-02

cilium assembly 34 1,3 6,70E-05 FoxO signaling pathway 32 1,2 5,80E-04 regulation of cell proliferation 42 2,1 6,40E-05 HIF-1 signaling pathway 18 0,9 2,10E-02

positive regulation of transcription, DNA-templated 106 4 1,20E-04 Wnt signaling pathway 29 1,1 1,00E-02 cell-cell adhesion 36 1,8 1,30E-04

Wnt signaling pathway 48 1,8 1,30E-04 TGF-beta signaling pathway 19 0,7 1,90E-02 response to hypoxia 35 1,7 3,80E-04

positive regulation of apoptotic process 68 2,6 1,40E-04 Regulation of actin cytoskeleton 39 1,5 2,00E-02 Wnt signaling pathway 35 1,7 2,40E-03

response to endoplasmic reticulum stress 23 0,9 1,60E-04 Tight junction 27 1 2,70E-02 regulation of Rho protein signal transduction 16 0,8 6,30E-03

cell cycle 111 4,2 1,70E-04 mTOR signaling pathway 14 0,5 3,20E-02 actin cytoskeleton reorganization 12 0,6 9,80E-03

actin cytoskeleton reorganization 18 0,7 1,70E-04

regulation of Rho protein signal transduction 23 0,9 2,00E-04

cilium morphogenesis 40 1,5 2,00E-04

actin cytoskeleton organization 34 1,3 4,60E-04

autophagy 34 1,3 4,60E-04

kidney development 31 1,2 9,30E-04

extracellular matrix organization 28 1,1 1,10E-03

negative regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 122 4,6 1,70E-03

activation of GTPase activity 20 0,8 1,80E-03

metabolic process 82 3,1 2,30E-03

regulation of smoothened signaling pathway 9 0,3 4,40E-03

focal adhesion assembly 9 0,3 6,10E-03

GOTERM_BP_DIRECT KEGG_PATHWAY GOTERM_BP_DIRECT KEGG_PATHWAY 

Term Gene count % P-Value Term Gene count % P-Value Term Gene count % P-Value Term Gene count % P-Value 

translation 68 4,9 1,90E-14 Ribosome 47 3,4 2,70E-20 nucleosome assembly 36 2 1,80E-14 Ribosome 35 2 7,40E-08

ribosomal small subunit biogenesis 9 0,6 7,00E-06 Oxidative phosphorylation 26 1,9 3,80E-06 DNA replication-dependent nucleosome assembly 19 1,1 2,50E-12 Cell cycle 25 1,4 1,70E-04

regulation of cell cycle 19 1,4 1,20E-04 Metabolic pathways 106 7,6 8,60E-03 DNA methylation on cytosine 18 1 1,80E-11 Metabolic pathways 148 8,4 1,80E-04

glutathione metabolic process 12 0,9 1,20E-04 FoxO signaling pathway 17 1,2 1,50E-02 positive regulation of gene expression, epigenetic 18 1 3,40E-11 Spliceosome 24 1,4 1,20E-03

rRNA processing 20 1,4 1,90E-04 TNF signaling pathway 14 1 2,80E-02 cell cycle 88 5 1,30E-08

ATP synthesis coupled proton transport 8 0,6 2,90E-04 Jak-STAT signaling pathway 17 1,2 3,00E-02 positive regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 125 7,1 3,10E-08

apoptotic process 55 4 6,40E-04 HIF-1 signaling pathway 12 0,9 8,30E-02 translation 64 3,6 3,30E-08

ATP metabolic process 9 0,6 2,30E-03 regulation of gene silencing 10 0,6 4,70E-08

response to calcium ion 11 0,8 7,20E-03 chromatin silencing at rDNA 19 1,1 6,70E-08

positive regulation of protein phosphorylation 21 1,5 7,60E-03 mRNA processing 43 2,4 4,70E-04

cell-cell junction organization 6 0,4 1,30E-02 mRNA splicing, via spliceosome 20 1,1 8,10E-04

cell proliferation 23 1,7 1,30E-02 cellular response to DNA damage stimulus 49 2,8 3,40E-03

epithelium development 4 0,3 1,40E-02 RNA splicing 31 1,8 5,60E-03

hepatocyte differentiation 4 0,3 2,50E-02 renal system development 7 0,4 6,40E-03

inflammatory response 31 2,2 2,70E-02 DNA damage response, signal transduction by p53 class mediator 5 0,3 1,00E-02

DNA damage response, signal transduction by p53 class mediator 4 0,3 4,80E-02 regulation of canonical Wnt signaling pathway 6 0,3 2,30E-02

positive regulation of inflammatory response 10 0,6 4,90E-02

GOTERM_BP_DIRECT KEGG_PATHWAY GOTERM_BP_DIRECT KEGG_PATHWAY 

Term Gene count % P-Value Term Gene count % P-Value Term Gene count % P-Value Term Gene count % P-Value 

positive regulation of cell migration 50 2,1 1,40E-07 Ribosome 49 2 2,40E-12 transcription, DNA-templated 329 12,3 1,80E-13 Ribosome 38 1,4 1,20E-05

translation 76 3,2 5,60E-06 Axon guidance 35 1,5 1,90E-06 protein transport 124 4,6 4,10E-10 Cell cycle 29 1,1 1,20E-03

semaphorin-plexin signaling pathway 14 0,6 4,10E-05 MAPK signaling pathway 53 2,2 1,50E-05 cell cycle 126 4,7 1,10E-09 Phosphatidylinositol signaling system 24 0,9 1,60E-03

positive regulation of apoptotic process 63 2,6 4,90E-05 PI3K-Akt signaling pathway 59 2,4 2,30E-03 DNA methylation on cytosine 18 0,7 1,90E-08 Endocytosis 53 2 1,60E-03

positive regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 152 6,3 5,90E-05 Focal adhesion 38 1,6 3,70E-03 nucleosome assembly 35 1,3 2,10E-08 FoxO signaling pathway 30 1,1 1,90E-03

ribosomal small subunit biogenesis 10 0,4 8,90E-05 Hippo signaling pathway 29 1,2 6,50E-03 chromatin silencing at rDNA 24 0,9 2,30E-08 RNA degradation 21 0,8 2,10E-03

establishment of planar polarity 9 0,4 3,80E-04 Wnt signaling pathway 25 1 3,00E-02 mitotic nuclear division 66 2,5 5,80E-08 Spliceosome 29 1,1 3,40E-03

cilium assembly 29 1,2 4,40E-04 cellular response to DNA damage stimulus 88 3,3 1,70E-07 MAPK signaling pathway 46 1,7 8,30E-03

response to hypoxia 38 1,6 7,00E-04 positive regulation of gene expression, epigenetic 16 0,6 1,80E-06 HIF-1 signaling pathway 21 0,8 3,10E-02

actin cytoskeleton organization 30 1,2 9,80E-04 vesicle-mediated transport 51 1,9 1,90E-06

autophagy 30 1,2 9,80E-04 apoptotic process 107 4 2,10E-06

negative regulation of cell proliferation 64 2,7 1,30E-03 regulation of gene silencing 10 0,4 2,30E-06

cilium morphogenesis 33 1,4 2,30E-03 protein ubiquitination 75 2,8 2,40E-06

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript 10 0,4 2,60E-03 cell-cell adhesion 46 1,7 4,00E-06

cell-cell adhesion 35 1,5 3,70E-03 endosome organization 15 0,6 6,90E-06

regulation of RNA splicing 9 0,4 1,20E-02 mRNA processing 66 2,5 1,50E-05

negative regulation of Wnt signaling pathway 13 0,5 2,00E-02 protein heterotetramerization 18 0,7 1,60E-05

rRNA processing 23 1 2,30E-02 translation 78 2,9 1,60E-05

P269L vs WT + siBICC1 (2816 genes)

SH_ANKS3 vs CTRL Down (2781 genes)

SH_ANKS3 vs CTRL Up (1477 genes)

SH_ANKS3 vs CTRL + siBICC1 (2534 genes) 

P269L vs WT Down (2097 genes)

P269L vs WT Up (1871 genes)
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Partie 2 : Résultats Annexes 

En parallèle de cette étude menée sur le rôle d’ANKS3, une étude protéomique a été mise en 

place afin d’identifier de nouveaux interactants d’ANKS3 dans les cellules rénales IMCD3. 

Ainsi l’étude des interactants des formes sauvages et mutées d’ANKS3 ont permis de mettre 

en avant 324 protéines avec une interaction fiable. Au sein de ces 324 protéines, on retrouve 

47 protéines (15%) pour lesquelles l’interaction est affectée par la mutation p.P269L. Ainsi 

cette étude a permis de retrouver les partenaires déjà identifiés d’ANKS3, tel que ANKS6, 

NEK8 ou BICC1, mais aussi également de nombreux partenaires de la régulation génique et 

de la machinerie de traduction, des P-bodies et des Granules de Stress tel que G3BP2 ou 

AGO2, et du remodelage du cytosquelette d’actine tel que ARHGEF2. 

I- L’implication de la protéine ANKS3 dans la migration cellulaire et le remodelage 

du cytosquelette d'actine 

Position du problème 

Nous avons montré précédemment que l'absence ou la mutation d'ANKS3 entraîne des 

défauts de polarité apico-basale accompagnés d'un défaut d’organisation du cytosquelette 

d’actine dépendant de l’expression de NPHP1. Nous avons ainsi analysé si d'autres 

processus cellulaires dépendant du remodelage de l'actine tels que la migration et d'adhesion 

cellulaires pouvaient être altérés en l'absence d’ANKS3. 

L’absence d’ANKS3 affecte la migration cellulaire. 

En plus des défauts de polarité apico basale déjà évoqués, nous avons démontré un défaut de 

migration des cellules IMCD3 déplétées ou mutées pour ANKS3 (Figure 19a). En effet, la 

quantification de la vitesse de migration instantanée des cellules KD-ANKS3 ou reexprimant 

la mutation p.P269L lors d'un "woundhealing assay"  montre une capacité diminuée de 

migration de ces cellules (Figure 19a b). De façon intéressante, la visualisation du 

cytosquelette d’actine lors de la migration révèle une distribution différente dans les cellules 

mutées par rapport aux contrôles, avec la persistance au niveau du front de migration d’un 

câble d’actine fortement marqué par la phalloidine. En conditions physiologiques, ce câble 

doit être rompu par des cellules présents au front de migration, les cellules « leader », afin de 

pouvoir former les lamellipodes permettant une migration collective de l'ensemble de la 

couche cellulaire (Friedl and Gilmour, 2009; Nishimura et al., 2012) (Figure 19c d). Ce 

phénomène est observé dans les cellules contrôles et les cellules KD-ANKS3 WT  (Figure 19d) 

alors qu'une diminution importante du nombre de cellules « leader » (Figure 19d) et une 
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persistance du câble d'actine au front de migration sont observées dans les cellules 

KD_ANKS3 et reexprimant la mutation p.P269L. Ce défaut pourrait donc expliquer l’absence 

de migration collective ordonnée dans ces cellules. 

Le rôle d’ANKS3 dans la migration cellulaire via NPHP1. 

De façon similaire aux défauts de polarité apico-basale, l’expression de la construction 

NPHP1-V5 dans les cellules déplétées ou mutées pour ANKS3 conduit au sauvetage 

phénotypique de la vitesse de migration (Figure 19e f). En revanche, la surexpression de 

NPHP1-V5 dans les cellules contrôles n'induit pas de vitesse accrue, voire une vitesse 

légèrement diminuée comparée aux cellules contrôle ne réexprimant pas NPHP-V5. Cette 

restauration de la vitesse de migration collective par la réexpression de NPHP1 

s'accompagne également d'une  restauration du nombre de cellules « leader » (Figure 19g) et 

de la régression de l’épais câble d’actine au niveau du front de migration (Figure 20a).  Ces 

résultats démontrent qu’ANKS3 aurait besoin de l'expression de NPHP1 pour remodeler le 

cytosquelette et détruire le câble d'actine lors de la migration cellulaire des cellules tubulaires 

rénales. 

L’étude plus approfondie de l’organisation du cytosquelette révèle que en plus de la 

diminution des fibres de stress formant le réseau d’actine subnucléaire (Figure 20b), on 

remarque  également une altération des adhésions focales marquées par la paxilline, larges 

complexes multiprotéiques permettant la liaison des cellules à la matrice extra cellulaire 

(ECM) et marqués par la paxilline (Figure 20b). Il semble que le nombre et la disposition de 

la paxilline  soit affectés dans les cellules déplétées et mutées pour ANKS3. Les adhésions 

focales, agissant tel un pont entre la cellule et l’ECM, régulent également l'adhésion des 

cellules au support. En effet, nous avons montré un défaut d’adhérence des cellules 

déplétées pour ANKS3 par rapport aux cellules contrôles ou cellules KD-ANKS3 WT, avec  

seulement ¼ des cellules KD_ANKS3 capables d'adhérer sur collagène ou fibronectine 

(Figure 21a). Ce résultat a été confirmé par la mesure de l’impédance électrique via le 

système XCELLigence lors de l’adhésion, qui indique une impédance 4 à 5 fois moins élevée 

dans les cellules déplétées pour ANKS3 comparé aux contrôles (Figure 21b). 

Ces résultats additionnels confirment le rôle d'ANKS3 dans la régulation de l'organisation 

du cytoskelette d'actine et les processus cellulaires associées, telles que la migration et 

l'adhésion cellulaires ainsi que la polarité apico-basale. Ils confirment également que la 

régulation de ces processus par ANKS3 est dépendante de l'expression de NPHP1. 
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Discussion 

Ces résultats, en accord avec les données obtenues lors de l’étude transcriptomique des 

cellules déplétées pour ANKS3, confirment l’implication de cette dernière dans la régulation 

du cytosquelette. En effet, il est apparu que dans les cellules déplétées et reexprimant la 

mutation p.P269L pour ANKS3, les acteurs de voie de signalisation des Rho-GTPases sont 

dérégulés négativement pour la voie RhoA et positivement pour les inhibiteurs RhoGDI. 

Environ 20 Rho GTPases sont connus parmis lesquelles Rho, Rac et Cdc42 sont les plus 

étudiées (Heasman and Ridley, 2008). Les Rho-GTPases nécessitent une activation via leur 

liaison au GTP. Les Rho-GDi inhibent la dissociation du GDP en  GTP, inactivant ainsi la 

voie des Rho GTPases. Une fois activées, les Rho-GTPases sont capables de se lier à différents 

effecteurs, parmi lesquels des protéines kinases (la protéine kinase N (PKN), les protéines de 

la famille MLK ou encore la kinase activée par p21 (PAK)) (Zhao and Manser, 2005) ou des 

protéines liant l’actine. Ces dernières agissent directement ou indirectement sur l’assemblage 

ou le désassemblage des filaments d’actine F. Ainsi, les Rho-GTPases contrôlent notamment 

l’assemblage des fibres de stress et des adhésions focales. De façon intéressante, la 

réexpression de NPHP1 est capable de restaurer une migration collective physiologique. Ce 

résultat est important à différents niveaux. Premièrement NPHP1 étant impliquée dans la 

régulation de PYK2 et P130CAS, acteurs régulateurs des adhesion focales (Delous et al 2009). 

Il semble alors logique de penser que la dégradation du transcrit NPHP1 dans les cellules 

KD-ANKS3 puisse induire des défauts de régulation des complexes focaux d’adhesion à 

l’origine des défauts de migration collective. On notera également l’influence de NPHP1 sur 

la voie des RhoGTPases. Tout d’abord, NPHP1 est connue pour son interaction avec la 

protéine ACK1 (Eley et al., 2008), un régulateur de la RhoGTPase CDC42 impliquée dans la 

migration cellulaire (Lažetić et al., 2018; Modzelewska et al., 2006). Ensuite, des résultats du 

laboratoire indiquent que les mutations de NPHP1 dans plusieurs modèles cellulaires 

NPHP1, affectent la voie des RhoGTPases et la modulation du cytosquelette. Comme énoncé 

précédemment, d’autres partenaires de la protéine ANKS3 pourrait également jouer un rôle 

dans ces phénotypes. Il s’agit notamment du facteur d’échange de nucléotide Guanine (GEF) 

des protéines Rho, ARHGEF2, qui en cas de dérégulation aurait un impact sur la 

signalisation de la voie des RhoGTPases (Cheng et al., 2012; Graessl et al., 2017; Nalbant et al., 

2009).  
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Figure 19: Implication d'ANKS3 dans la migration cellulaire 
(a) La migration cellulaire collective est observée par microscopie en lumière blanche en directe. Des images 

représentatives sont extraites à 0h0min0s et à 10h15min00s. (b) La quantification de la vitesse de migration est 

réalisée sur les cellules avec l’utilisation du protocole « cell tracking » d’ImageJ. (c) Le cytosquelette d’actine 

durant la migration est observé par le marquage à l’aide de Phalloïdine couplée à un fluorochrome rouge. (d) Les 

cellules leader sont quantifié manuellement (moyenne et deviation standart à partir de 3 expériences 

indépendantes NS: not-significant; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, Kruskal-Wallis test).(e) La migration cellulaire 

collective des cellules reexpreimant la construction hNPHP1-V5 est observée par microscopie en lumière blanche 

en directe. Des images représentatives sont extraites à 0h0min0s et à 10h15min00s. (f) La quantification de la 

vitesse de migration est réalisée sur les cellules avec l’utilisation du protocole « cell tracking » d’ImageJ (g) Les 

cellules leader sont quantifié manuellement (moyenne et deviation standart à partir de 3 expériences 

indépendantes NS: not-significant; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, Kruskal-Wallis test). 
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Figure 20: ANKS3 régule l'organisation du cytosquelette d'actine 
(a) Le cytosquelette d’actine durant la migration est observé par le marquage à l’aide de Phalloïdine couplée à un 

fluorochrome rouge et NPHP1 (vert). (b) Le cytosquelette d’actine (vert) est marqué au niveau apical et basal 

ainsi que la paxilline (rouge). 
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Figure 21: ANKS3 régule l'adhésion cellulaire 
(a) La capacité d’adhésion des cellules mIMCD3 déplétées pour ANKS3 ou reexprimant la forme sauvage est 

quantifié par le nombre de cellules adhérées en fonction que le substrat soi le collagène I (gris) ou la fibronectine 

(vert). (b) La capacité d’adhésion des cellules mIMCD3 contrôles ou déplétées pour ANKS3 est mesuré via 

l’impédance électrique transmis au système XCELLigence 
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II- ANKS3 et Granules de Stress 

Comme démontré précédemment, ANKS3 et BICC1 régulent la stabilité de nombreux 

transcrits ciliaires via les p-bodies et la machinerie de dégradation l’expression génique. 

Curieusement, l’analyse protéomique d’ANKS3 a permis d’identifier comme partenaires 

différents acteurs des GS (42 protéines sur les 324 interactants soit 13%), structures déjà 

présentées comme fonctionnellement et physiquement liées au p-bodies (Kedersha et al., 

2005; Souquere et al., 2009; Wilczynska et al., 2005). Parmi les protéines étudiées 

précédemment, la protéine BICC1 a été retrouvée au niveau des GS tout comme la protéine 

AGO2 (Markmiller et al., 2018; Youn et al., 2018).  

Le stress thermique induit la formation de granules de stress dans les cellules mIMCD3 

Différents types de stress induisent la formation de granules de façon spécifique selon le type 

cellulaire. La localisation des P-Bodies et la formation des GS ont été regardées dans les 

IMCD3 par immunofluorescence après induction d'un stress thermique. Contrairement à ce 

qui a été montré dans des cellules humaines immortalisées Hela (Kedersha et al., 2005), en 

condition de stress, les p-bodies (DCP1A) sont accumulés autour des GS détectées par 

marquage G3BP2 (Figure 22a). Cette accumulation n’est pas affectée dans les cellules 

reexprimant la forme mutée de ANKS3 (Figure 22b). Cependant, le nombre de GS est 

diminué  alors que leur taille augmente (Figure 22c d). Ceci rappelle l'effet de la mutation 

ANKS3 sur la formation de Bicc1 bodies, avec une diminution des Bicc1 bodies mais 

l'augmentation de leur taille (cf Résultats Partie1), suggérant un mécanisme d’assemblage lié. 

Nous avons ensuite démontré, par immunofluorescence, une co-localisation de ANKS3 avec 

la protéine G3BP2 dans les IMCD3 après 1h de stress thermique à 44°C  (Figure 22b). Cette 

co-localisation n’est pas affectée par la mutation p.P269L (Figure 22b). 

Discussion 

Nous avons ainsi démontré que le complexe de régulation génique ANKS3/BICC1/AGO2, 

mis en évidence précédemment, pourrait également réguler l’expression génique en réponse 

au stress, du fait de l’étroite relation entre GS et p-bodies. De plus, les différences en termes 

de taille et de nombre de GS induites par la mutation p.P269L d’ANKS3, suggèrent que cette 

dernière jouerait un rôle dans l’assemblage des GS. Le rein, et par conséquent les cellules 

rénales étant soumis à un fort stress, notamment dû à l’inflammation lors de l’insuffisance 

rénale chronique ce résultat est intéressant pour la physiopathologie de la NPH (Nguyen-

Khoa et al., 2001). 
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Figure 22: ANKS3 est localisée au stress granules après induction d'un stress thermique  
(a) La localisation des GS et des P-bodies est visualisée dans les cellules mIMCD3 avant et après induction d’un 
stress thermique à 44°C pendant 1h respectivement par le marquage de G3BP2 (vert) et de DCP1A (rouge). (b) La 
localisation de ANKS3 aux GS est visualisée dans des cellules mIMCD3 KD_ANKS3 reexprimant la forme 
sauvage ou mutée avant et après induction d’un stress thermique respectivement par le marquage de G3BP2 
(rouge) et de la GFP. (c) La distribution et la quantification de la taille (d) des GS est réalisée en utilisant le 
protocole « spot detector » du logiciel ImageJ (moyenne et deviation standart à partir de 3 expériences 
indépendantes  
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La NPH est une néphropathie chronique, de transmission autosomique récessive, et 

une cause majeure d’insuffisance rénale chez l’enfant et le jeune adulte. Vingt-trois gènes 

responsables ont été identifiés à ce jour. Les néphrocystines (NPHP) et les IFTs, codées par 

ces gènes, sont localisées pour la quasi-totalité au niveau du cil primaire. Par séquençage 

d’exome, nous avons identifié des mutations dans le gène ANKS3 dans une famille 

présentant une NPH tardive associée à une fibrose hépatique. La caractérisation 

fonctionnelle de la protéine ANKS3 a permis de démontrer son implication dans la 

régulation de la stabilité des ARNm des gènes de ciliopathies ou importants pour la 

régulation du cil primaire, notament NPHP1, principal gène causal de NPH. Ainsi, nous 

avons montré qu’ANKS3 est requis pour la biogenèse du cil, mais également pour 

l’établissement et le maintien de la polarité apico-basale, la régulation du cytosquelette 

d’actine et potentiellement les voies de proteostasis nécessaires à l'intégrité de l'épithélium 

rénal. 

Un nouveau mécanisme à l’origine de ciliopathies 

La régulation des ARNms est, comme déjà évoqué, un processus très finement régulé 

(cf Figure 18: Vie des ARNm). Suivant leur destination, les ARNms peuvent être séquestrés 

et écartés des ribosomes ou au contraire leur traduction peut être activée en facilitant leur 

prise en charge par les polysomes. La ciliogenèse est un autre processus finement régulé 

autant pour son assemblage que pour son désassemblage au cours de la vie cellulaire (Figure 

8: Régulation de la ciliogenèse par le cycle cellulaire). Le cil primaire doit en effet être 

capable de s’adapater et de répondre à différentes conditions. Ainsi un stress induira une 

rapide resorption du cil primaire (Prodromou et al., 2012), tandis que le cil sera maintenu 

pour le contrôle du cycle cellulaire et de l’activité proliférative  de la cellule. Il semble alors 

logique que la fine et rapide adaptation dont doit faire preuve le cil primaire nécessite une 

réponse de l’expression génique toute aussi fine et rapide. Cette régulation devant s'effectuée 

à la fois de façon temporelle et spatiale, nous discuterons ces deux aspects dans le cadre du 

mécanisme faisant intervenir ANKS3. 

Le premier mécanisme de régulation des gènes ciliaires est le mécanisme déjà évoqué 

de la régulation par les facteurs de transcriptions de types RFX et Foxj1. De manière générale, 

ces facteurs possédant des cibles communes et d’autres spécifiques peuvent collaborer afin 

de permettre la formation des cils et donc son renouvellement au cours du cycle cellulaire (cf 

Figure 8: Régulation de la ciliogenèse par le cycle cellulaire). Cependant, comment ce 
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mécanisme permet-il une régulation rapide en réponse aux différents signaux 

environnementaux subis par la cellule ? 

Pour une réponse et une adaptation rapide, cette régulation nécessitant la 

transcription, l’export des ARNs et leur prise en charge par la machinerie de traduction 

avant l’expression génique finale, ne semble pas le meilleur modèle possible (cf Figure 15: 

Régulation de l'expression génique). Ainsi, une régulation traductionnelle au plus proche du 

cil primaire offrirait une réponse plus rapide aux différentes contraintes environnementales 

auxquelles la cellule doit faire face. C’est pourquoi l’hypothèse d’une régulation au niveau 

du centrosome est apparue, validée par la présence de la machinerie traductionnelle au 

niveau de ce dernier (Barnard et al., 2005; Filippova et al., 2012; Shang et al., 2012). 

Effectivement, différentes protéines, présentes au centrosome, jouent un rôle dans la 

traduction. C’est le cas de la protéine GLE1, un régulateur des protéines ATPases à domaine 

« DEAD-BOX », impliquée dans l’export et la traduction des ARNm (Jao et al., 2017). GLE1 

est supposée participer à la traduction de la péricentrine (PCNT), un composant essentiel du 

centrosome/corps basal puisqu’elle sert de port d’ancrage au complexe de nucléation des 

microtubules et aux autres protéines centrosomales (Anitha et al., 2008; Huang-Doran et al., 

2011; Unal et al., 2014). L’absence de PCNT rend les centrosomes immatures, arrête le cycle 

cellulaire au niveau du point de contrôle G2/M, mène à des défauts de séparation de 

chromosome conduisant à l’aneuploïdie et la mort cellulaire (Salemi et al., 2013; Unal et al., 

2014). La PCNT doit être ajoutée au centrosome durant les phases G2/M du cycle cellulaire 

afin d'achever la maturation de celui-ci en corps basal. Cette phase dure en moyenne 15 

minutes, temps durant lequel la PCNT doit donc être synthétisée et transportée au 

centrosome/corps basal. Cependant, la capacité maximale de la machinerie de traduction est 

de 3,5 acides aminés synthétisés par seconde (pour un ribosome tous les 30 à 40 nucléotides). 

La PCNT étant une protéine de grande taille (3321 acides aminés), il faut donc 15 min pour 

traduire l’ARNm en protéine. Il semble donc nécessaire que la PCNT soit synthétisée au plus 

près du centrosome/corps basal. C’est pour cela que l’ARNm de la PCNT est retrouvé au 

niveau du centrosome/corps basal, lié aux ribosomes (Jao et al., 2017). La régulation du 

processus d’expression génique étant primordiale et liée à la machinerie mise en place par la 

cellule, il n’est pas étonnant qu’une régulation puisse prendre place au niveau du 

centrosome. Ainsi la protéine OFD1, une protéine associée au centrosome/corps basal, joue 

un rôle critique dans la formation du cil primaire (Bimonte et al., 2011; Ferrante et al., 2006; 

Giorgio et al., 2007; Singla et al., 2010). Cette protéine est capable d’interagir avec le PIC et le 
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facteur d’initiation eIF4F au niveau du centrosome/corps basal afin de réguler la machinerie 

de traduction. OFD1 y contrôle l’expression spécifique d’ARNm impliqués dans le 

développement et la fonction du rein. Pour ce faire, OFD1 interagit et contrôle la localisation 

de BICC1 au centrosome/corps basal. Ainsi, BICC1 et OFD1 agissent de concert en facilitant 

la liaison d’ARNm cibles à la machinerie de traduction et notamment à eIF4E (Iaconis et al., 

2017). 

Ainsi, BICC1 apparait comme pouvant être à la fois un régulateur positif de la 

traduction protéique, mais aussi comme nous l’avons démontré un régulateur négatif de 

l’expression génique, potentiellement via son action faisant intervenir les miARNs (Park et 

al., 2016; Rothé et al., 2015). 

Récemment, l’implication de la machinerie miARNs dans la régulation de la 

différenciation des cellules multiciliées a été mise en évidence (cf Figure 17: Mécanismes 

d'action des miARNs et du complexe miRISC) (Cibois et al., 2015; Marcet et al., 2011a, 2011b). 

Plus encore, l’implication de cette machinerie a été démontrée comme indispensable pour 

l’assemblage du réseau d’actine apicale, pré-recquis à l’ancrage des corps basaux (Chevalier 

et al., 2015; Mercey et al., 2016). On peut penser que la machinerie traductionnelle présente au 

centrosome, nécessite une régulation spécifique pour répondre aux contraintes imposées à la 

régulation des gènes ciliaires. Ainsi, on peut alors poser l’hypothèse qu’à l’image des cellules 

multiciliées utilisant la machinerie miARNs, le complexe ANKS3/BICC1 nécessite également 

la machinerie miARN pour exercer son rôle dans la régulation des gènes ciliaires dans les 

cellules épithéliales polarisées.  

Parallèlement, lors de la ciliogenèse et de l'épithélialisation, l'expression du gène 

NPHP1 (et des autres NPHP tels que NPHP4, NEK8, ect...) est positivement régulée et 

maintenue dans les cellules tubulaires rénales polarisées (Delous et al., 2009, données non 

publiées). On imagine donc que les transcrits de ces gènes et particulièrement de NPHP1 

nécessitent d’être stabilisés. Ainsi la protéine NPHP1 traduite en plus grande quantité 

devrait se retrouver liée au complexe ANKS3-BICC1 formant alors le complexe ANKS3-

BICC1-NPHP1. Ce complexe inhiberait alors la régulation négative de BICC1 sur la stabilité 

des transcrits du gène NPHP1 mise à jour dans cette étude. Ainsi, une boucle de contrôle 

positif se créerait, les ARNs de NPHP1 stabilisés permettant la production de NPHP1, qui 

une fois complexée à BICC1 via ANKS3, inhiberait la dégradation des transcrits du gène 

NPHP1 par la protéine BICC1. Ainsi, le mécanisme de régulation post-transcriptionnelle 

dépendant de ANKS3 et BICC1 que nous avons démontré, impliquerait également les 
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produits de gènes ciliaires eux-même par leur interaction avec ANKS3 et BICC1. De cette 

façon, l’expression des gènes ciliaires et des gènes de l’épithélialisation serait augmentée de 

façon exponentielle lors de la mise en place, du maintien du cil et de la polarité apico-basale. 

Enfin, il semble qu’un large panel de gènes soit régulé par ANKS3, 81% des gènes 

ciliaires étant négativement dérégulés en absence d’ANKS3. Cependant, la régulation de ces 

gènes n'est probablement pas directe pour la plupart et pourrait être une régulation 

secondaire à la perte d'expression d'autres gènes régulateurs. En effet, la dérégulation du 

facteur de transcription ciliaire RFX3, sous l’influence d’ANKS3, induit logiquement la 

dérégulation de ses gènes cibles. En conséquence, la régulation « directe » de gènes ciliaires 

par ANKS3 est masquée par la dérégulation indirecte via les facteurs de transcription. Ainsi,  

la réexpression de l’expression physiologique de RFX3 dans les cellules déplétées pour 

ANKS3 permettrait de s’affranchir de ce biais, et par conséquence de connaitre le spectre 

précis des gènes directement régulés par ANKS3/BICC1. Ici RFX3 est un exemple, bien 

d’autres transcrits sont dérégulés en absence d’ANKS3 et pourrait renforcer l’impact du 

mécanisme que l’on observe, notamment les régulateurs de l'actine, de l'homéostasie 

protéique (métabolisme, mTOR , autophagie) comme nous l’avons déjà vu. 

Afin de définir les ARNs directement régulés par ANKS3 et BICC1, nous avons 

effectué par RIPSeq l’analyse du transcriptome se liant à ces protéines. Nous avons ainsi mis 

en évidence l’interaction de 2761 ARNs, dont la majorité (2/3) présentait une expression 

diminuée en l’absence d’ANKS3. Pour analyser plus encore ce mécanisme et les ARNs 

directement régulés par le complexe ANKS3/BICC1, des expériences de CLIP-Seq sur les 

protéines BICC1 et ANKS3 séparemment devraient être menées. 
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Corrélations génotype-phénotype de la mutation p.P269L 

L’expression de la forme mutée d’ANKS3, p.P269L, dans les cellules déplétées, ne 

permet pas de compenser les phénotypes ciliaires (les défauts de la voie HH et la perte 

d’intégrité du CI) et non ciliaires (perte de polarité apico-basale et défauts de migration 

cellulaire), démontrant sans aucun doute l’effet pathogène de cette mutation (cf résultats 

parties 1 et 2). Toutefois, l'effet de la mutation P269L sur la ciliogenèse est moins sévère que 

l'extinction du gène (KD_ANKS3), suggèrant un effet hypomorphe. Cette variabilité peut 

s’expliquer par le fait que la protéine mutée n'entraine pas une perte totale de fonction, et est 

toujours capable d'interagir partiellement avec certains partenaires protéiques. En effet, les 

défauts de ciliogenèse induits par la mutation P269L (cils plus longs) sont moins sévères que 

ceux dus à l'absence d'ANKS3 (cils plus courts) (cf Figure 23: Effet hypomorphe de la 

mutation p.P269L). De plus, alors que la protéine PC2 est totalement absente des cils 

raccourcis des cellules KD-ANKS3, une accumulation de PC2 le long du cil est observée dans 

les cellules reexprimant la mutation p.P269L. Toutefois, la présence accrue de la protéine PC2 

ne veut pas nécessairement dire que la protéine est active, ou bien son accumulation au cil 

pourrait avoir un effet « gain de fonction » qui pourrait être plus délétère que l’absence de 

PC2 (Ma et al., 2013). 

Par ailleurs, l’analyse du profil d’expression des gènes ciliaires par RNAseq montre 

une dérégulation moindre des gènes ciliaires (81% par la déplétion vs 59% par la mutation) 

(cf résultats partie 1). De façon intéressante, beaucoup de gènes codant des protéines de la 

TZ, tels que ALMS1, RPGRIP1L, TCNT3, TMEM216, TMEM231, TMEM237, EVC2 ou encore 

WPCP, sont dérégulés de façon significative dans les cellules ANKS3_KD alors que leur 

expression n'est pas modifiée dans les cellules reexprimant la mutation p.P269L. Une 

dérégulation moindre des gènes ciliaires peut expliquer la différence d’effet sur la 

ciliogenèse entre la version mutée d’ANKS3 et la perte de protéine. Ainsi l’assemblage du cil 

primaire n’étant pas atteint aussi sévèrement, les cils primaires peuvent présenter une 

signalisation résiduelle (ex : PC2 est toujours localisée au cil alors qu’elle est absente des cils 

des cellules KD_ANKS3). En revanche, la longueur accrue des cils observée dans les cellules 

reexprimant la mutation p.P269L d’ANKS3 ainsi que dans d’autres modèles de 

néphronophtise (mutations IFT172, IFT54) pourrait être une conséquence des défauts de 

polarité apico-basale et de désorganisation du cytosquelette d’actine et de microtubules 

cytoplasmiques. En effet, la perte de rigidité cellulaire entrainerait une diminution de la force 
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de tension membranaire qui favoriserait la croissance des microtubules ciliaires (Pitaval et al., 

2010).  

Cette même analyse transcriptomique confirme la dérégulation de la voie HH déjà 

présentée (cf résultat partie 1), mais révèle également une dérégulation d’autres voies 

possiblement dépendantes du cil telles que les voies WNT, Hippo ou mTOR. Ainsi, une 

altération de ces voies primordiales pour le développement des organes est connue pour 

causer des phénotypes de ciliopathies. En effet, les mutations des gènes des différents 

modules du cil primaire ont été montrées comme influençant la signalisation de la voie HH 

(cf La voie Hedgehog). Les défauts de la voie WNT canonique, pouvant être secondaires aux 

défauts de la voie HH (Chang and Serra, 2013), conduisent à des phénotypes de reins 

kystiques (Lancaster and Gleeson, 2009; Osborn et al., 2014). La voie Hippo a d'ores et déjà 

été démontrée dérégulée dans de nombreuses ciliopathies rénales kystiques, notament dans 

le cas de mutations de NEK8 (Grampa et al., 2016; Habbig et al., 2011b, 2012; Happé et al., 

2011a). Enfin, des altérations de la voie mTOR ont été retrouvées dans les PKD (Ibraghimov-

Beskrovnaya and Natoli, 2011; Liu et al., 2018). De manière générale, les mêmes voies de 

signalisation apparaissent dérégulées dans les cellules déplétées pour ANKS3 que dans les 

reexprimant la mutation p.P269L. En revanche, certaines voies de signalisation sont 

dérégulées de façon plus significative dans les cellules invalidées pour ANKS3, alors qu’elles 

ne varient que peu dans les cellules reexprimant la mutation p.P269L. C’est le cas des voies 

mTOR (p.value 3,2.10-2), TGFβ (p.value 1.9.10-2), TNF (p.value 2.8.10-2) et de la voie du stress 

HIF-1 (p.value 8.3.10-2). Ceci confirmerait un effet plus modéré de la mutation p.P269L par 

rapport à une perte totale de fonction de la protéine. On notera en revanche que la voie 

AMPK est uniquement dérégulée dans les cellules reexprimant la mutation p.P269L (p.value 

1,9.10-2), indiquant une régulation spécifique de la mutation P269L par rapport à la déplétion 

du gène et ainsi un possible effet « gain de fonction ».  

Cependant, les phénotypes de ciliopathies associés à une dérégulation dans ces voies 

de signalisation sont des défauts développementaux très sévères à l’opposé des phénotypes 

tardifs observés chez les patients porteurs de la mutation p.P269L d’ANKS3. Une seule 

mutation faux-sens homozygote a été rapportée chez l’homme avant notre étude. L’effet 

pathogène de la mutation p.H147N, localisée au niveau des domaines ANK de ANKS3, 

semble plus sévère, causant chez une patient de 4 ans un situs inversus, des atteintes 

cardiaques associées à une hypoplasie du corps calleux et une atrophie  diffuse du cerveau. 

Ce phénotype plus précoce correspondant à des défauts développementaux distinct du 
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phénotype observé chez les patients porteurs de la mutation p.P269L, pourrait s’expliqué par 

la localisation de la mutation p.H147N dans le domaine Ankyrine de la protéine, domaine 

crucial pour son interaction avec les protéines telles que NEK8 (Shamseldin et al., 2016). Ce 

patient ne présente ni phénotype rénal, ni phénotype hépatique, cependant ceux-ci peuvent 

apparaitre de façon plus tardive, le patient n’étant âgé que de 4 ans. 

Les patients rapportés avec des mutations de NEK8 présentent des phénotypes bien 

plus sévères que les patients ANKS3 (Haider et al., 1998; Otto et al., 2003, Grampa et al., 2016). 

Il existe une hétérogénéité phénotypique associée aux mutations du gène NEK8. En effet, 

nous avons montré que la perte de fonction de NEK8 entrainait un phénotype ciliaire sévère 

et une prolifération accrue chez des fœtus avec rein kystiques, situs inversus et atteinte 

hépatique. En revanche, des mutations faux-sens préservaient leur interaction avec les 

composants de la voies Hippo et aboutissaient a un phénotype différentiel et une mutation 

« gain de fonction », alors qu’une autre mutation faux-sens retrouvée dans une NPH infantile 

n’avait pas d’effet sur cette voie (Grampa et al., 2016) (cf Annexe). De façon interessante, la 

mutation p.P269L d’ANKS3 conduit à des défauts ciliaires rappelant les défauts ciliaires 

induit par la mutation p.G488V de NEK8 identifiée dans la souris jck (Smith et al., 2006), avec 

une délocalisation de la protéine NEK8 le long du cil primaire et une augmentation de PC2 

au cil (Sohara et al., 2008; Choi et al., 2013). Cette mutation jck altère l’activité kinase de la 

protéine NEK8. Bien que non étudiée, on peut penser que la délocalisation de NEK8 dans les 

cils des souris jck puisse affecter l’intégralité du compartiment Inversine. Cependant, la 

mutation p.G488V ou une mutation affectant la capacité kinase de NEK8 n’ont jamais été 

rapportées à ce jour chez un patient. On peut donc penser que cette mutation présente un 

effet plus modérée qu’une mutation entrainant la perte de fonction totale de la protéine et 

donc des phénotypes plus proches de ceux des patients ANKS3. De façon interéssante, la 

phosphorylation d’ANKS6 par NEK8 a déjà été démontrée (Czarnecki et al., 2015). Cette 

phosphorylation est requise pour la translocation d’ANKS6 depuis le cil primaire vers le 

cytoplasme de la cellule (Nakajima et al., 2018). On peut imaginer que l’hypo-

phosphorylation d’ANKS6 entraine son accumulation dans le cil primaire et donc la 

dérégulation du compartiment Inversine. La mutation p.P269L d’ANKS3 phénocopiant les 

phénotypes des cellules jck, et cette mutation affectant l’interaction ANKS3-NEK8 on peut 

penser qu’elle affecte la capacité de phosphorylation de NEK8. Ainsi, ANKS6 est accumulée 

dans le cil primaire, désorganisant l’intégrité du compartiment Inversine.  
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Par ailleurs, par analyse d’exome, nous avons identifié une mutation faux-sens 

p.T84R homozygote dans le KH domaine de BICC1 (cf Figure 14: Structure et interactions 

d’ANKS3, ANKS6 et BICC1). A ce jour, aucune mutation récessive de BICC1 n’a été décrite. 

De façon intéressante, cette mutation a été identifiée par analyse d’exome dans une famille 

présentant un phénotype similaire à ANKS3, à savoir une NPH de forme tardive caractérisée 

par une fibrose interstitielle massive et une fibrose hépatique. Le domaine KH de BICC1 

permet sa liaison aux mRNA, mais est également impliqué dans l’interaction de BICC1 avec 

le complexe ANKS3/ANKS6 (Rothé, 2018). On peut spéculer que l’effet pathogène de la 

mutation serait du à la diminution de BICC1 avec ses partenaires, perturbant ainsi la 

régulation des ARNs. Ainsi, nous avons démontré que cette mutation affectait l’interaction 

de BICC1 avec ANKS6 (résultat Rebecca Ryan), pouvant déstabiliser le complexe formé par 

ANSK3/BICC1/ANKS6. Les conséquences de cette déstabilisation pourraient être similaires 

à une déstabilisation du complexe par la mutation P269L d’ANKS3, provoquant un 

recrutement anormal de BICC1 au complex AGO2-Risc. 

Enfin, on notera qu’aucune autre mutation biallèlique d’ANKS3 ou de BICC1 n’a 

jamais été publiée et que la recherche de telles mutations au sein de notre cohorte n’a pas été 

plus fructueuse (>500 patients NPH isolées ou syndromiques dont la cause génétiques n’est 

pas connue). On notera que les seules mutations de BICC1 identifiées chez l’homme sont des 

variants hétérozygotes entrainant une maladie rénale kystique sévère affectant l’activation 

de la voie WNT (Kraus et al., 2012). On peut toutefois penser, compte tenu de l’effet de ces 

deux protéines dans la régulation post-transcriptionnelle, que les mutations homozygotes 

tronquantes ou perte totale de fonction soient extrêmement délétaires. Bien qu’aucune 

mutation biallèlique additionelle du gène ANKS3 n’a pu être identifiée, nous avons mis en 

évidence un grand nombre de variants hétérozygotes de ANKS3 dans la cohorte de 

ciliopathie rénale. Ces variants, dont certains sont prédits pour être pathogènes (stop, faux-

sens, mutations d’épissage) ne sont pas présents ou très rarement dans la population 

contrôle. Certains sont associés à des mutations bialléliques dans d’autres gènes de 

ciliopathies. Des études statistiques afin de confirmer un enrichissement de ces variants 

ANSK3 dans les patients NPH versus des individus contrôles voir des ciliopathies sans 

atteintes rénales sont en cours. La présence des ces variants hétérozygotes dans la cohorte de 

ciliopathie rénale et le rôle d’ANKS3 comme régulateur de la stabilité des transcrits des 

gènes NPHP, suggère qu'en association avec d’autres mutations de gènes ciliaires, ANKS3 

pourrait être un gène modificateur dans les ciliopathies. 



DISCUSSION 

 

193 | P a g e  
 

 

Figure 23: Effet hypomorphe de la mutation p.P269L 
Dans les cellules sauvages, ANKS3 contrôle de concert avec BICC1 l’expression de protéines ciliaires ou 

régulatrices de protéines ciliaires telles que les FT RFX3, RFX2 ou Foxj1 mais aussi régulatrice du cytosquelette. 

L’absence d’ANKS3 dans les cellules déplétées conduit à la dégradation de la majorité de ces protéines influant 

négativement sur la ciliogénèse. La mutation p.P269L entraine un effet plus modéré que la perte d’ANKS3 sur la 

régulation génique. La force induite par la croissance des microtubules de l’axonème du cil primaire est plus forte 

que la tension membranaire, plus lâche due aux défauts de cytosquelette, et induit une longueur de cil accrue. 
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Le stress dans les ciliopathies 

L’analyse transcriptomique des cellules déplétées pour ANKS3 ou exprimant la 

mutation p.P269L a permis de mettre en évidence de nombreuses voies de signalisation 

altérées. Outre les voies déjà connues pour leur rôle au niveau du cil primaire, la 

signalisation via le facteur eiF2, en réponse au stress fait partie des voies majoritairement 

dérégulées (p-value 5.01-19). Compte tenu de la forte proportion de gènes de ciliopathies 

dérégulés (81%) et des indices déjà connus de la littérature faisant état notamment de 

l’interaction de la protéine ciliaire ANKS6 avec HIF1a (Hoff, et al. 2016), facteur de 

transcription en réponse à l’hypoxie, nous nous sommes interrogé sur une possible relation 

entre le cil primaire et la réponse au stress. 

Déjà introduit précedemment, les GS et les PBs sont deux entités fonctionnelles 

étroitement liées. En effet, les PBs autant que les GS sont des structures extrêmement 

dynamiques leur permettant de répondre à leurs fonctions de régulation génique de façon 

fine. Des moteurs moléculaires tels que la kinésine et la dynéine, déjà connues comme 

impliquées dans le transport intraflagellaire, sont nécessaires à la formation et au 

rapprochement des agrégats (Perez-Pepe et al., 2018; Prevo et al., 2017). Ainsi, la dynéine 

nécessaire au transport intraflagellaire rétrograde permet la formation des GS quand la 

kinésine, nécessaire au transport intraflagellaire anterograde permet sa dissociation. De 

façon intéressante, la dynamique entre cil primaire et GS semble donc opposée. En effet, 

quand le cil primaire se forme, la kinésine (KIF3B / KIF5B) inhibe la formation des GS et vice 

versa. De plus, l’accumulation de protéines des GS au niveau du centrosome telles que 

TNRC6 ou les protéines de la machinerie de traduction, renforce l’hypothèse d’un possible 

lien entre cil primaire et GS (Iaconis et al., 2017; Moser et al., 2011). Ainsi, en plus du lien 

fonctionnel, il est intéressant de se demander si les constituants du cil primaire ne sont pas 

nécessaires à la formation des GS. Ainsi, on peut imaginer l’importance de la déstabilisation 

des protéines au cil pour former ces GS, donnant naissance à un lien structural entre les deux 

entités.  

Au niveau du rein, un fort stress cellulaire est présent au niveau physiologique 

notamment dû à la forte osmolarité du milieu environnant. Le fait que le stress cellulaire soit 

reconnu comme impliqué dans le développement de maladies rénales, indique que la gestion 

du stress cellulaire est particulièrement importante dans ce tissu. En effet, la voie des MAPK 

est la voie majoritaire de réponses au stress cellulaire. Les protéines p38 et JNK (c-Jun amino 

terminal kinase) sont les deux SAPK (stress activated protein kinase) majoritaires. Ces 
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protéines sont activées par un large spectre de stimuli allant des cytokines pro-

inflammatoires à l’hyperglycémie en passant par les ROS et le stress osmotique (Liu et al., 

2015; Xia et al., 2007). Le stress peut entrainer à terme différentes réponses dont notamment 

l’induction de l’apoptose, de la différenciation, de la prolifération, de l’inflammation et de la 

fibrose (Hui et al., 2007; Tournier et al., 2000; Venuprasad et al., 2006). De façon intéressante, il 

existe une forte corrélation entre l’insuffisance rénale et le nombre de cellules tubulaires, 

glomérulaires et interstitielle positives pour l’activation de p38, le nombre de cellules 

positives reflétant la sévérité des lésions (Sakai et al., 2002, 2005; Stambe et al., 2004). Ceci 

indique que l’activation de p38 et donc le stress pourrait avoir un rôle important dans la 

pathogénicité des maladies rénales. En effet, de nombreux inhibiteurs de p38 et JNK ont déjà 

prouvé leur efficacité dans la diminution de la protéinurie, de l’inflammation, de la fibrose et 

dans la restauration de la fonction rénale notamment face à la sténose arétielle rénale ou les 

glomérulonéphrites (Furuichi et al., 2002; Iwata et al., 2003; Sheryanna et al., 2007; Stambe et 

al., 2003; Wada et al., 2001; Wang et al., 2007).  

De façon intéressante, quand la formation de GS est reliée à une inhibition de 

l’apoptose cellulaire en supprimant l’activation de la voie de MAPK répondant au stress, 

l’activation de p38 entraine la localisation de différentes protéines aux GS (Arimoto et al., 

2008). L’activation de p38 active les protéines kinases Mnk1/2 capables alors de 

phosphoryler hnRNP1, favorisant sa liaison à l’ARN et leur localisation aux granules de 

stress (Guil et al., 2006). Encore une fois, l’étude transcriptomique que nous avons menée sur 

les cellules déplétées pour ANKS3 a mis en évidence une activation anormalement élevée de 

la voie des MAPK à l’état basal, suggérant une réponse au stress affectée dans ce modèle. 

Sous conditions hypoxiques, la voie de l’EGFR induit une phosphorylation d’AGO2 

diminuant son affinité pour la liaison à DICER et donc la prodution de miARNs (Shen et al., 

2013). De plus, l’induction de la voie des MAPK et principalement de p38 entraine la 

phosphorylation de AGO2 au niveau de la sérine 387, tandis qu’un stress osmotique entraine 

son hydroxylation au niveau de la proline 700, induisant dans les deux cas la localisation 

d’AGO2 au niveau des GS (Qi et al., 2008; Wu et al., 2011; Zeng et al., 2008). Ces modifications 

et adaptations tendent à démontrer que l’activation de cascades de réponses au stress induit 

une translocation d’AGO2 au niveau des GS et donc l’atténuation de la machinerie classique 

de régulation par les miARNs. Cependant, il a été démontré que la déplétion de l’activité 

globale des miARNs présente un effet limité du moins d'un point de vue phénotypique chez 

C.elegans (Alvarez-Saavedra and Horvitz, 2010). De façon intéressante, chez les mammifères, 
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l’absence ciblée de miARNs n’entrainent pas de phénotype drastique en condition normale 

mais conduisent à une létalité précoce ou à une aggravation des défauts developpementaux 

en conditions de stress (Miska et al., 2007; van Rooij et al., 2007). Il semble donc que la 

régulation génique classique par les miARNs est réprimée via la translocation d’AGO2 dans 

les GS où une autre régulation via les miARNs spécifique au stress est alors mise en place. 

Principalement étudiée en contexte pathologique, la réponse aux protéines 

malformées (UPR) résultante d’un stress du réticulum endoplasmique, induit l’activation de 

la voie des MAPK JNK et p38 (Hung et al., 2004; Li and Holbrook, 2004; Verma and Datta, 

2010). Ainsi le stress cellulaire et sa réponse se retrouve au cœur de nombreuses maladies 

chroniques telles que les maladies cardiovasculaires ou encore le diabète (Minamino and 

Kitakaze, 2010). Hormis ces maladies chroniques, le stress cellulaire est démontré comme 

prépondérant dans différentes neuropathies et particulièrement dans la neurodégénération. 

L’exemple type étant la sclérose amyotrophique latérale (ALS) où le stress cellulaire induit la 

mort des motoneurones (Atkin et al., 2008). En effet, les protéines de réponse au stress du 

reticulum incluant la protéine Perk, mais aussi la phosphorylation du facteur de traduction 

eIF2, induite en réponse au stress cellulaire, modulent la progression de la maladie dans 

différents modèles animaux (Rajesh et al., 2015; Saxena et al., 2009). 

Pour résumer, nous savons que ANKS3 joue un rôle dans la régulation post-

transcriptionnelle de gènes ciliaires, notamment NPHP1, via BICC1 et des acteurs majeurs de 

la voie des miARNs tel qu’AGO2 (cf résultats partie 1). La mutation p.P269L, affecte non 

seulement ce nouveau mécanisme de régulation mais aussi possiblement la formation des GS 

(Résultats partie II). De façon intéressante, l’étude transcriptomique que nous avons menée 

sur les cellules déplétées ou mutées pour ANKS3 a démontré une dérégulation des voies 

MAPK et p38 à l’état basal. Compte-tenu du fait que les patients mutés pour ANKS3 

présentent une forme relativement tardive de la NPH que l’on pourrait assimiler à une 

néphropathie dégénérative, le rôle d’ANKS3 dans la régulation de la réponse au stress peut 

se discuter. Effectivement, la NPH est caractérisée par une fibrose massive qui est un 

phénomène chronique s’installant progressivement. On peut ajouter le fait que les patients 

mutés pour ANKS3 présentent également une fibrose hépatique. Bien que pas réellement 

démontré, un lien a déjà été suggéré entre NPH et stress cellulaire via JNK, qui interagit avec 

MAPKBP1, également impliquée dans des NPH tardives (Koyano et al., 1999; Macia et al., 

2017; Wasserman et al., 2010). La localisation de MAPKBP1 au niveau des GS permet de 

penser que cette régulation serait opérée via ces agrégats (Cohen-Katsenelson et al., 2013). 
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Enfin, à la vue des gènes dérégulés par l’absence d’ANKS3 et du possible lien que nous 

évoquions entre les GS/PB et le cil primaire, nous pourrions envisager l’implication des 

voies de réponse au stress dans de nombreuses ciliopathies. 
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L’apparition de la fibrose au sein de la NPH est un phénomène complexe 

La fibrose rénale est une des principales caractéristiques de la NPH et retrouvée dans 

de nombreuses formes de NPH tardives (Salomon et al,. 2009). La fibrose rénale se caractérise 

par une synthèse excessive et un défaut de remodelage des collagènes I et III, composants 

majoritaires de la matrice extracellulaire (ECM). Ces collagènes sont synthétisés par les 

myofibroblastes, des cellules dérivées des fibroblastes de l’interstitium. Bien qu'il n'y ait pas 

d'évidence que la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) des cellules tubulaires 

puissent être à l’origine des myofibroblastes dans les maladies rénales, les cellules tubulaires 

pourraient favoriser l'établissement de la fibrose rénale en sécrétant des cytokines pro-

fibrotiques et pro-inflammatoires qui seraient captées par les cellules présentes dans 

l’interstitum. 

L’ensemble de ces données suggère que même si l’EMT des cellules tubulaires n’est 

pas directement impliquée, leur dédifférenciation partielle pourrait participer aux 

mécanismes d’apparition de la fibrose rénale dans la NPH (Meran and Steadman, 2011). 

Cette dédifférenciation entrainerait une sécrétion anormale de cytokines profibrotiques, 

activant les cellules mésenchymateuses présentes dans l'interstitium (fibroblastes...). Les 

NPHP/IFT s’exprimant également au niveau des fibroblastes, ces derniers pourraient 

envoyer des signaux exacerbant la dédifférenciation des cellules tubulaires. En réponse à ces 

signaux, les cellules tubulaires et les fibroblastes produiraient en excès des composés de 

l'ECM ou de la membrane basale (Gabasa et al., 2017; Kendall and Feghali-Bostwick, 2014; 

Meran and Steadman, 2011) 

Plusieurs mécanismes peuvent être à l’origine de l’apparition de la fibrose rénale 

interstitielle, ou hépatique, chez les patients mutés pour le gène ANKS3. Dans un premier 

temps, la perte des jonctions serrées et adhérentes conduisant à la perte de polarité apico-

basale observées dans les cellules déplétées et réexprimant la mutation p.P269L d’ANKS3 

peut être une explication. La perte de composants des jonctions serrées telles que MALS3 ou 

PALS1 chez la souris entraine un phénotype similaire à la NPH avec l’apparition de kystes 

rénaux mais surtout d’une fibrose rénale (Olsen et al., 2007). De plus, l’instabilité engendrée 

au niveau des jonctions cellulaires entraine la dissociation de la β et la δ caténine de l’E-

cadhérine induisant alors les voies pro-prolifératives de HH et WNT canonique (Pugacheva 

et al., 2006). De même, la voie du TGF-β induit la phosphorylation de PAR6, un élément des 

jonctions serrées, qui entraine la dissociation des jonctions et facilite la transition epithélio-

mesenchymateuse (Böttinger, 2007; Ozdamar et al., 2005). Un tel mécanisme reste à 
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démontrer au sein du tissu rénal des patients atteints de NPH, mais il est d'ores et déjà connu 

que la protéine NPHP1 est impliquée dans la formation des jonctions serrées et intéragit avec 

les protéines PAR6 et PALS1 (Delous et al., 2009b). La réexpression de la protéine NPHP1 

restaure le phénotype de défaut de polarité apico-basal et de migration des cellules déplétées 

pour ANKS3. De ce fait, on peut penser que les défauts de jonctions serrées observés dans 

ANKS3, et dus à l’instabilité de NPHP1, pourraient être à l’origine d’une perte de 

différentiation des cellules tubulaires conduisant au lésions tubulo-interstitielles observées 

chez les patients.  

Un autre mécanisme pouvant être associée à l’apparition d’une fibrose rénale ou 

hépatique est l’inflammation. En effet, les analyses transcriptomiques révèlent une 

augmentation des voies régulatant l’inflammation dans les cellules déplétées pour ANKS3 

(cf résultats partie 1). De façon intéressante,  un autre partenaire de ANKS3, la kinase NIMA 

NEK7, a été décrite comme interagissant et régulant l’activation de la protéine NLRP3, 

membre de l’inflamasome (He et al., 2016). L’inflammasome est un complexe protéique 

intracellulaire conduisant à l’activation des caspases inflammatoires telles que la caspase-1 et 

le relargage d’IL-1β (Martinon et al., 2002). Ainsi l’activation de l’inflammasome via NLRP3 

induit des phénomènes inflammatoires tels que l’apparition de la fibrose (Cassel et al., 2008; 

Gasse et al., 2007, 2009; Wree et al., 2017). NEK7 est nécessaire à l’activation de NLRP3 

induisant alors l’activation de la caspase-1 et le relargage d’IL-1β. Nous avons montré que la 

mutation p.P269L d’ANKS3 réduit l’interaction avec la protéine NEK7 (cf résultats partie 1). 

L’interaction d’ANKS3 étant requis pour la localisation de NEK7 au noyau (Ramachandran 

et al., 2015), nous pouvons envisager qu’une perturbation de la localisation de NEK7 dans les 

cellules mutées ou invalidées pour ANKS3, entrainerait une accumulation anormale de 

NEK7 dans le cytoplasme qui serait alors plus enclin à activer la protéine pro-inflammatoire 

NRLP3. Une dérégulation de l’inflammation dans les tissus tels que le rein ou le foie pourrait 

alors favoriser l’apparition de fibrose chez les patients mutés pour ANKS3. 
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En conclusion les résultats obtenus au cours de cette thèse qui a porté sur l’étude 

fonctionnelle de la protéine ANKS3 et notamment au niveau de la régulation génique ont 

permis de mettre en évidence de potentiels nouveaux mécanismes physiopathologiques au 

sein des ciliopathies. La recherche de nouvelles mutations affectant des patients atteints de 

néphronophtise et plus largement de ciliopathies est indispensable pour en améliorer le 

diagnostic mais aussi pour comprendre les mécanismes physiopathologiques mis en jeu et 

donc en déduire des cibles thérapeutiques potentielles. 

Les ciliopathies étant un ensemble d’affections dût à des défauts du cil primaire, les 

chercheurs ont principalement étudié les gènes codant des protéines connues pour leur 

localisation à minima partiellement ciliaire. Cependant, l’étude de différents processus 

cellulaires comme l’adhésion, la migration ou encore l’établissement de la polarité apico-

basale laisse émerger depuis plusieurs années le rôle extra ciliaire des protéines et 

notamment des NPHP (Delous et al., 2009). Face à l’étendue des défauts cellulaires et des 

phénotypes induits par les mutations, il n’a pas été étonnant de retrouver parmi ces gènes de 

ciliopathies des facteurs de transcriptions (Baas et al., 2006; Bonnafe et al., 2004 ; Didon et al., 

2013).  

Ce travail nous a permis de démontrer l’importance d’une autre protéine non-ciliaire, 

ANKS3, dans la régulation post-transcriptionnelle de nombreux gènes ciliaires reconnus 

pour leur rôle dans les ciliopathies tels que NPHP1, NEK8 ou encore NPHP3.  
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A l’image de la stratégie utilisée pour identifier les mutations d’ANKS3, nous avons identifié 

huit mutations dans le gène NEK8/NPHP9  chez cinq familles. Les patients présentent des 

phénotypes similaires de maladies kystiques sévères. Comme introduit dans ce manuscrit, 

NEK8/NPHP9 code une protéine kinase de la famille des NIMA qui se localise au niveau du 

compartiment Inversine du cil primaire et interagit avec ANKS3. NEK8 est connue pour son 

rôle de régulation de la voie de signalisation Hippo (cf La voie Wnt), une voie essentielle du 

développement. Dans ce travail, nous avons montré pour la première fois la responsabilité 

de mutations NEK8 dans l’apparition de phénotypes d’agénésie rénale et d’hypodisplasie. 

Dans un premier temps l’étude des phénotypes nous a permis de mettre en évidence que les 

mutations perte de fonction de NEK8 conduisent à des phénotypes kystiques (reins et 

pancreas) tandis que les mutations faux-sens causent des hypodisplasies ou agénésies 

rénales associées à des cardiopathies. Cette correlation phénotype/génotype est en 

corrélation avec ce qui a déjà été publié pour d’autres gènes de ciliopathies (cf Hétérogénéité 

phénotypique, une relation phénotype-génotype). Par la suite, l’étude cellulaire de l’impact 

de ces mutations à permis de mettre en évidence le caractère gain de fonction des mutations 

faux sens notamment pour leur effet sur la ciliogénèse et la localisation ciliaire du partenaire 

du compartiment inversine ANKS6. Plus, ces mutations altèrent également la translocation 

nucléaire de la protéine YAP, acteur de la voie Hippo. En conséquence l’expression des gènes 

cibles du facteur de transcription YAP est également dérégulée dans les fibroblastes et le 

modèle cellulaire IMCD3 invalidé pour NEK8. L’étude de la polarité en utilisant un modèle 

de culture tridimensionnelle a démontré pour les cellules invalidées pour NEK8 la formation 

de sphères de tailles et de formes anormales associées avec une persistence anormale du 

marquage nucléaire de la protéine YAP et de l’antigène Ki-67 soulignant une prolifération 

anormale. Le caractère gain de fonction et la pathogénicité des mutations a également  été 

démontré dans ce modèle par reexpression des différentes formes mutantes entrainant alors 

des phénotypes plus sévères. Finalement l’utilisation de la Verteporfine, un inhibiteur de 

l’activité transcriptionnelle de la protéine YAP a permis de restaurer les défauts de polarité 

en culture 3D mais également in vivo chez le modèle animal de poisson zèbre. Ainsi nous 

avons démontré l’importance de la dérégulation de la voie Hippo dans l’apparition chez les 

patients des phénotypes en réponse aux mutations de la protéine NEK8. 

Ma contribution dans ce travail à permis de démontrer l’effet des différentes mutations de 

NEK8 sur son interaction avec ANKS6 et notamment de l’effet délétaire de la mutation T87A 

(Figure 3). De plus j’ai permis de mettre en évidence l’effet des différentes mutations de 
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NEK8 sur les voies de signalisation Hippo et Notch par l’analyse par qPCR de l’expression 

des gènes cibles de ces voies, respectivement Ctgf, Cyr61, Ankrd1, Birc5 et Jag1 (Figure 7 et 8). 

Par la même approche j’ai également contribué à mettre en évidence l’effet de la verteporfin 

sur la voie Notch permettant d’établir le lien  entre l’activation de YAP et la dérégulation de 

la voie Notch dans les cellules mutantes pour NEK8 (Figure 8). 
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Caractérisation fonctionnelle de la protéine ANKS3 impliquée dans les ciliopathies rénales et 

étude de son rôle dans la régulation des ARNs 

 La Néphronophtise (NPH) est une néphropathie tubulo-interstitielle autosomique récessive, 

caractérisée par la présence d'une fibrose interstitielle massive et la formation de kystes. Elle est une cause 

majeure d'insuffisance rénale terminale chez l'enfant ou le jeune adulte. Elle peut être isolée ou associée à 

des atteintes extrarénales. La NPH appartient au groupe des ciliopathies, un ensemble de maladies 

multisystémiques causées par des mutations dans des gènes codant pour des protéines participant à la 

fonction des cils primaires et motiles. Le cil primaire agit, à la surface de la plupart des cellules, comme un 

mécano et chimiosenseur contrôlant des voies de signalisation essentielles au développement et à 

l'homéostasie tissulaire (Sonic hedgehog (Shh), Wnt, polycystines/Calcium, mTOR). La NPH est une 

maladie génétiquement hétérogène avec vingt-trois gènes NPHP responsables identifiés à ce jour (dont 14 

dans notre laboratoire). La plupart de ces gènes codentdes protéines assurant des fonctions ciliaires telles 

que le contrôle de la composition protéique et de la signalisation ciliaire, à la base du cil (zone de transition 

(TZ)), au niveau du compartiment Inversine (CI), ou lors du transport intraflagellaire (IFT). 

 Par analyse d’exome, nous avons identifié une mutation homozygote pathogène dans un nouveau 

gène, ANKS3, responsable d'une NPH associée à une fibrose hépatique. ANKS3 code pour une protéine à 

domaines Ankyrines et SAM, connue pour interagir avec plusieurs protéines NPHP de la TZ (NPHP1), du 

CI (ANKS6, NEK8) ainsi qu'avec BICC1, une ribonucléoprotéine mutée dans les dysplasies rénales 

kystiques. 

 Mon projet de thèse a porté sur la caractérisation de la fonction d'ANKS3 et de l'impact de la 

mutation humaine dans les processus cellulaires altérés dans les ciliopathies rénales. Ces études ont été 

réalisées à partir de différents modèles cellulaires: fibroblastes de patients, cellules tubulaires rénales 

IMCD3 déplétés pour Anks3 (ANKS3_KD) ré-exprimant la forme sauvage ou mutée. 

 Mes travaux ont ainsi montré que la mutation du gène ANSK3 diminue son interaction avec les 

composants de la TZ, NPHP1 et du CI, NEK8. Par ailleurs, l'absence ou l'expression de la forme mutée 

d’ANKS3 perturbe la taille des cils et la biogenèse du CI, avec une relocalisation anormale des composants 

du CI tout le long du cil. De plus, une perturbation de la signalisation ciliaire de la voie Shh et de la 

localisation de la protéine Polycystine-2 au cil ont été observée dans les cellules ANKS3_KD ou KD_P269L. 

Des alterations de la motilité cilaire et de l’élevation calcique ont également été observés dans la vésicule de 

Kupffer du poisson zèbre muté pour anks3 (TALEN), entrainant des défauts de latéralité. Outre ces défauts 

ciliaires, la perte ou la mutation d’ANKS3 entrainent des anomalies de polarité apico-basale dans les 

cellules tubulaires rénales IMCD, avec une diminution de la hauteur des cellules et un retard de la 

formation des jonctions serrées, un phénotype déjà observé dans les modèles mutés pour NPHP1. 

 De façon coherente, nous avons observé une diminution de la stabilité des transcrits NPHP1 dans 

les cellules ANKS3_KD et KD_P269L et démontré que la réexpression de NPHP1 restaure les défauts de 

polarité dans ces cellules et les cils plus longs dans les cellules KD_P269L. Suggérant qu’une dérégulation 

des transcrits NPHP1 due à l’absence ou la mutation de ANKS3 est à l’origine de ces phénotypes. Afin de 

préciser le mécanisme par lequel ANKS3 régule la stabilité des ARNs de NPHP1 et possiblement d'autres 

ARN ciliaires, nous avons étudié l'implication de son partenaire BICC1, connu pour lier et réguler les 

ARNs. Des analyses transcriptomiques par RNAseq et RIPseq sur des cellules ANKS3-KD en présence ou 

non de BICC1, nous ont permis de démontrer que ANKS3 en s’associant à BICC1, prévient la liaison de 

plusieurs transcrits ciliaires à ce dernier, les empechant ainsi d’être dégradés par le complexe RISC/AGO2. 

 L'ensemble de ces résultats nous ont permis de mettre en évidence un nouveau mécanisme de 

régulation des transcrits ciliaires par le complexe ANKS3/BICC1, dont les mutations causent des 

ciliopathies rénales. 


