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Cellules	ciliées	chez	l’Homme	

Cils	moAles	

Cils	primaires	
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Cils	primaires,	antennes	de	signalisaAon	
FoncAons	de	capteur	

PhotorécepAon	
RécepAon	chimique	
RécepAon	mécanique	
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Cils	primaires,	antennes	de	signalisaAon	
FoncAons	de	capteur	

PhotorécepAon	
RécepAon	chimique	
RécepAon	mécanique	

FoncAons	de	transducAon	
de	signaux	

Hedgehog	

PDGF	

Fluid	flow	

Wnt	IFT	
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Ciliopathies	

Cys8c	kidneys/	
tubulointers8al	nephropathy	

√ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √

Re8nal	degenera8on	 √ √ √ √ √ √ √ √
Liver	defects	 √ √ √ √ √ √ √ √ √ √
Laterality	defects	 √ √ √ √ √ √
Polydactyly	 √ √ √ √ √ √ √
Obesity,	hypogonadism	 √ √
Craniofacial	anomalies	(palate	cleG)	 √ √ √ √
Cerebellar	vermis	dysgenesis	 √ √ √ √ √ √
Neuronal	tube	defects	
(encephalocele)	

√ √

Skeletal	dysplasia	(Shortening/
bowing	of	bones	)	

√ √ √ √

Ectodermal	dysplasia	 √ √ √

Anosmia	

Kidney	cysts	

Anomalies	associées	à	des	défauts	ciliaires	
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Cys8c	kidneys	(MCKD,	PKD)	

Nephronophthisis	(NPH)	

Ciliopathies	

Cys8c	kidneys/	
tubulointers8al	nephropathy	

√ √ √ √ √ √ √ √ √ √ √

Re8nal	degenera8on	 √ √ √ √ √ √ √ √
Liver	defects	 √ √ √ √ √ √ √ √ √ √
Laterality	defects	 √ √ √ √ √ √
Polydactyly	 √ √ √ √ √ √ √
Obesity,	hypogonadism	 √ √
Craniofacial	anomalies	(palate	cleG)	 √ √ √ √
Cerebellar	vermis	dysgenesis	 √ √ √ √ √ √
Neuronal	tube	defects	
(encephalocele)	

√ √

Skeletal	dysplasia	(Shortening/
bowing	of	bones	)	

√ √ √ √

Ectodermal	dysplasia	 √ √ √

Anomalies	associées	à	des	défauts	ciliaires	

M. D
elous 

SoFFoet 0
2/10/2015



§  Néphropathie	tubulo-inters88elle	
§  Polyurie/polydipsie	
§  IRT	au	cours	de	l’enfance/adolescence	

§  Autosomique	récessif	
§  Hétérogénéité	géné8que	(~18	gènes	NPHP)	

	§  Associée	à	des	a[eintes	extra-rénales	
(45%)	

Epaississement	de	la	
membrane	basale	

Fibrose	inters88elle	
et	kystes	
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La	néphronophAse	
Posi8onal	cloning	

candidat	gene	approach	

1993	-	2009	
N
ext-Genera8on	
Sequencing	

2010	-	2014	

NPHP1	
NPHP2/INVS	
NPHP3	
NPHP4	
NPHP5/IQCB1	

NPHP6/CEP290	
NPHP7/GLIS2	
NPHP8/RPGRIP1L	
NPH9/NEK8	
	
NPHP10/SDCCAG8	

NPHP11/TMEM67	
NPHP12/TTC21B/IFT139	
NPHP13/WDR19/IFT144	
NPHP15/CEP164	
IFT140	

NPHP16/ANKS6	
NPHP17/IFT172	
NPHP18/CEP83	

Cohorte	NPH	de	Necker		

(>800	familles)	
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Protéines	NPHP	:	Rôle	dans	IFT	et	“gate	keepers”	

Cellules	MDCK	polarisées	

NPHP4	 NPHP8	

ac
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ul
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Protéines	NPHP	:	Rôle	dans	les	joncAons	cellulaires	

Cellules	MDCK	en	culture	3D	

Adhésion	sur	collagène	I	

>	Adhésion	à	la	matrice	
pa
xi
lli
n	

>	Polarité	apico-basale	
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Approche	globale		

NPH	Necker	
cohort	

>	800	families	

45%	
No	

idenAfied	
mutaAons	

CaractérisaAon	in	vivo	des	
foncAons	des	NPHP	

ValidaAon	et	caractérisaAon	
des	nouveaux	gènes	candidats	
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NPH	Necker	
cohort	

>	800	families	

45%	
No	

idenAfied	
mutaAons	

CaractérisaAon	in	vivo	des	
foncAons	des	NPHP	

Crible	de	composés	
chimiques	à	des	fins	
thérapeuAques	

ValidaAon	et	caractérisaAon	
des	nouveaux	gènes	candidats	
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Avantages	du	modèle:	
- 	Temps	de	généraAon	court	
- 	FécondaAon	externe	
- 	Embryons	transparents	
- 	Grandes	“portées”	
- 	Animal	de	peAte	taille		

- 	70%	des	gènes	humains	ont	un	orthologue	chez	le	zebrafish	

Le	modèle	du	poisson	zèbre	
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Le	modèle	du	poisson	zèbre	

Pronéphros	
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“Genome	edi8ng”	Transgenèse	

TALENs,	CRISPR/Cas9	

Avantages	du	modèle:	
- 	Temps	de	généraAon	court	
- 	FécondaAon	externe	
- 	Embryons	transparents	
- 	Grandes	“portées”	
- 	Animal	de	peAte	taille		

- 	70%	des	gènes	humains	ont	un	orthologue	chez	le	zebrafish	

Le	modèle	du	poisson	zèbre	

Lignées	transgéniques	
exprimant	des	protéines	

fluorescentes	

Imagerie	en	«	live	»	

Lignée	mutante	du	gène	
d’intérêt	

Modèles	KO/KI		
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Floorplate	
ReAna	

Vésicule	de	Kupffer	
Pronéphros	

Vésicule	oAque	

Tg(bac,n:arl13bGFP)	

Le	zebrafish,	un	bon	modèle	pour	les	ciliopathies	

Tg(bac,n:arl13bGFP)	
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Le	zebrafish,	un	bon	modèle	pour	les	ciliopathies	

Pronephric	cysts	
Body	curvature	

normal	

curved	

M. D
elous 

SoFFoet 0
2/10/2015



DysfuncAon												of	cilia	

Pronephric	cysts	

Laterality	defects	
Hydrocephaly	 ReAnal	

degeneraAon	

Floorplate	
ReAna	

Le	zebrafish,	un	bon	modèle	pour	les	ciliopathies	

Body	curvature	

curved	

Otolith	defects	M. D
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CaractérisaAon	des	foncAons	NPHP	in	vivo	
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Approche	morpholino	ciblant	nphp4	

CaractérisaAon	des	foncAons	NPHP	in	vivo	

Burcklé	et	al,	2011	

Défauts	de	mouvements	de	
convergence-extension	

Voie	Wnt/Polarité	planaire	

Axe	courbé	 Défauts	de	latéralité	Kystes	pronéphriques	

Défauts	de	ciliogenèse	

?	
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Kupffer’s	Vesicle	 Pronephros	

Pronephric	
tubule	

Pronephric	
duct		
Cloaca	

CaractérisaAon	des	foncAons	NPHP	in	vivo	
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• 	NPHP4:	Répresseur	de	la	voie	Wnt/β-catenin	

	Gene8c	interac8on	between	
nphp4	and	vangl2	

• 	NPHP4:	Ac8vateur	de	la	voie	Wnt/PCP	

Burcklé	et	al.,	2011	
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--->	Nphp4	régule	les	voies	Wnt	au	cours	de	la	formaAon	du	pronéphros	

• 	NPHP4	régule	la	dégrada8on	
de	Dvl	par	le	protéasome	

MDCK	ctrl	

CaractérisaAon	des	foncAons	NPHP	in	vivo	

cL	

MDCK	KD-N4	
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CaractérisaAon	des	foncAons	NPHP	in	vivo	

Défauts	de	polarité/dynamique	du	
réseau	d’acAne	lors	de	la	migraAon	

des	cellules	?	

Défaut	de	morphogenèse	du	cloaque	
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CaractérisaAon	des	foncAons	NPHP	in	vivo	
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• 	8	individuals	from	5	unrelated	families	
	-	NPH	(ESRD	3-25	yrs)	with	RP	
	-	6/8	with	skeletal	defects	(polydactyly)	

	
• 	Most	paAents	carried	2	missense	mutaAons,	a	missense	+	a	
truncaAng	mutaAon	or	a	splice	mutaAon	giving	rise	to	RNA	decay		
	

	=>	Pathogenicity	of	the	missense	mutaAons?	

(Bizet	et	al.,	2015)	

ValidaAon	de	nouveaux	gènes	candidats	
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Omori	et	al.,	2008	

	
	

ValidaAon	de	nouveaux	gènes	candidats	
Lignée	mutante	elipsa/i;54	avec	injec8on	ARN	traf3ip	WT	ou	muté	

(Bizet	et	al.,	2015)	

WT	

V125A	

V125M	

M520R	

R155*	M. D
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acetylated α-tubulin 48 hpf 

ValidaAon	de	nouveaux	gènes	candidats	

(Bizet	et	al.,	2015)	
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acetylated α-tubulin 48 hpf 

ValidaAon	de	nouveaux	gènes	candidats	
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Stabilité	accrue	des	microtubules	dans	les	
fibroblastes	de	paAents		

(perte	de	EB1	aux	extrémités	des	MT,		
résistance	des	MT	au	traitement	au	froid)	

ValidaAon	de	nouveaux	gènes	candidats	
Données	in	vitro:		

(Bizet	et	al.,	2015)	

Analyse	de	la	dynamique	des	
microtubules	in	vivo	

EB3-GFP	

M. D
elous 

SoFFoet 0
2/10/2015



Crible	de	molécules	chimiques		

DAPI/α�tubulin	acethylated	

Défauts	de	ciliogenèse	
control	 NPHP1-KD	

T10	 T10	

control	 NPHP1-KD	
Défauts	de	migra8on	cellulaire		

Prestwick	library	
(1120	compounds)	

							37	hits	

xCELLigence	technology	

	

ValidaAon	dans	le	modèle	
zebrafish	MO	nphp4	

Culture	3D	

Tests	in	vitro	
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Hugo	Garcia	

nphp4	MO	zebrafish	model	

Crible	de	molécules	chimiques		
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Westhoff	et	al,	2013	

--->	Développement	d’une	méthode	semi-automaAsée	

Crible	de	molécules	chimiques		
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Crible	de	molécules	chimiques		

DAPI/α�tubulin	acethylated	

Défauts	de	ciliogenèse	
control	 NPHP1-KD	

T10	 T10	

control	 NPHP1-KD	
Défauts	de	migra8on	cellulaire		

Prestwick	library	
(1120	compounds)	

							37	hits	

Thérapeu8que	

ValidaAon	chez	la	souris	
Nphp4-/-	

• 	Kystes	et	fibrose	inters88elle	
après	néphrectomie	

Nphp4-/-	

• 	Dégénérescence	ré8nienne	
• 	Infer8lité	mâle	

xCELLigence	technology	

	

ValidaAon	dans	le	modèle	
zebrafish	MO	nphp4	

Culture	3D	

Tests	in	vitro	
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