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Résumé — Les cils et les flagelles sont des organelles cellulaires de structure tres
conservée et aux fonctions essentielles dans de nombreuses espéces, des protozoaires a
I’Homme. Chez les animaux, différents types de cils coexistent et leur assemblage est
dynamique au cours du développement. Chez "’Homme, toute perturbation de 1’as-
semblage ou de la fonction des cils est responsable de nombreux syndromes désormais
connus sous le terme de ciliopathies. Comprendre comment est régulé 1’assemblage
dynamique des cils au cours du développement et dans les différents tissus représente
une question importante en biologie. Il apparait que deux familles de facteurs de trans-
cription, FOXJ1 (Forkhead Box J1) et RFX (Regulatory Factor X) sont d’importants
acteurs du controle de ’expression des génes ciliaires. FOXJ1 est essentiel a ’assem-
blage des cils motiles chez les vertébrés en régulant les génes impliqués dans la mo-
tilité ciliaire ou dans le transport apical du corps basal, alors que les protéines RFX
sont nécessaires a ’assemblage des cils primaires et motiles et régulent notamment
les protéines du transport intraflagellaire. Récemment, de nouveaux acteurs jouant
des roles plus spécifiques dans la biogenése des cils ont été décrits. Tous ces acteurs
sont sujets & une régulation complexe permettant d’assurer le controle spécifique et
dynamique de la ciliogenése chez les métazoaires.
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Abstract — Transcriptional control of ciliogenesis in animal development.

Cilia and flagella are eukaryotic organelles with a conserved structure and function
from unicellular organisms to human. In animals, different types of cilia can be found
and cilia assembly during development is a highly dynamic process. Ciliary defects
in human lead to a wide spectrum of diseases called ciliopathies. Understanding the
molecular mechanisms that govern dynamic cilia assembly during development and
in different tissues in metazoans is an important biological challenge. The FOXJ1
(Forkhead Box J1) and RFX (Regulatory Factor X) family of transcription factors
have been shown to be important factors in ciliogenesis control. FOXJ1 proteins are
required for motile ciliogenesis in vertebrates. By contrast, RFX proteins are essential
to assemble both primary and motile cilia through the regulation of specific sets of
genes such as those encoding intraflagellar transport components. Recently, new actors
with more specific roles in cilia biogenesis and physiology have also been discovered. All
these factors are subject to complex regulation, allowing for the dynamic and specific
regulation of ciliogenesis in metazoans.
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Introduction

Les cils et les flagelles sont des structures conservées
au cours de I’évolution, et que 'on retrouve des pro-
tozoaires aux mammiferes. Ils émergent dans le mi-
lieu extracellulaire et possedent de nombreuses fonc-
tions. Ainsi, chez les protozoaires, les flagelles jouent
un role fondamental dans la motilité cellulaire mais
sont également nécessaires aux comportements sen-
soriels et de reproduction. Chez les animaux, les cils
ont un role sensoriel majeur puisque la plupart de
nos sens, a l'exception du gotut, dépendent de cel-
lules sensorielles ciliées. Par ailleurs, la plupart des
cellules développent un cil non motile, dit primaire,
dont I'importance chez les vertébrés a été révélée au
cours de ces dix dernieres années. Ainsi le cil pri-
maire constitue le principal organe de réception et de
transduction des signaux de communication cellulaires
comme ceux de la voie Sonic Hedgehog (SHH) (pour
revues, voir Eggenschwiler & Anderson, 2007 ; Wong
& Reiter, 2008). Chez I'Homme, ’absence de cils ou un
déreglement de leurs fonctions sont a l’origine de nom-
breuses maladies humaines définies sous le terme de ci-
liopathies (Baker & Beales, 2009 ; Cardenas-Rodriguez
& Badano, 2009).

Les cils sont composés d’un squelette de micro-
tubules appelé axoneme, nucléé a partir du corps
basal qui correspond a un centriole modifié. On dis-
tingue deux types de cils en fonction de leur architec-
ture microtubulaire : les axoneémes en 942 présentent
9 doublets de microtubules périphériques associés a
une paire centrale. La plupart sont motiles et cette
catégorie regroupe tous les types de flagelles; les
axonemes en 940, généralement appelés cils primaires,
ne possedent pas la paire centrale de microtubules et
sont en majorité non motiles.

Les cils et les flagelles forment un compartiment
cellulaire séparé du compartiment cytoplasmique par
une structure complexe a la jonction du corps basal
et de la membrane plasmique que I'on appelle la zone
de transition (Czarnecki & Shah, 2012). Cette zone
de transition crée une barriere de diffusion entre le
compartiment ciliaire et le cytoplasme. Les compo-
sants ciliaires doivent donc étre acheminés depuis le
cytoplasme a travers cette zone de transition jus-
qu’a l'extrémité distale du cil. L’assemblage des cils
et des flagelles repose ainsi, dans la grande majorité
des especes, sur un transport intraflagellaire spécialisé
nommé IFT (IntraFlagellar Transport) qui permet
d’acheminer des complexes protéiques le long des mi-
crotubules axonémaux du cytosol vers 'extrémité dis-
tale du cil et inversement (Ishikawa & Marshall, 2011).

Les cils et les flagelles sont des structures dy-
namiques qui peuvent croitre et se résorber dans
différentes conditions physiologiques, au cours du
cycle cellulaire et tout au long du développement.

Par exemple, chez 'algue verte Chlamydomonas, les
flagelles se résorbent apres I’accouplement et avant la
division pour se reformer ensuite. Il en est de méme
chez les vertébrés o les cils disparaissent en mitose et
s’assemblent de nouveau pendant les phases Go/Gj.
La croissance ciliaire est également tres dynamique
dans de nombreux tissus, notamment au niveau des
cellules multiciliées des ventricules cérébraux et des
épithéliums des voies respiratoires aériennes (Sorokin,
1968 ; Spassky et al., 2005; Jain et al., 2010). En ef-
fet, dans un premier temps, les cellules épithéliales
de ces tissus forment un cil primaire avant d’amor-
cer la croissance de cils multiples grace a des pro-
grammes développementaux précis. Les flagelles des
spermatozoides sont eux aussi assemblés a un mo-
ment précis de leur développement. Quant aux cils
primaires, ils sont tres différents entre les cellules d’'un
méme organisme bien qu’ils présentent une ultrastruc-
ture similaire. I’ensemble de ces observations suggere
que les organismes ont di développer des mécanismes
de régulation complexe de la ciliogenese au cours du
développement.

Si  historiquement plusieurs arguments expé-
rimentaux suggerent que I’assemblage des cils requiert
la mise en route de genes spécifiques, la découverte des
différents acteurs impliqués dans cette régulation n’a
été faite qu’au cours de la derniére décennie. En par-
ticulier, des études génétiques indépendantes, menées
dans différents organismes, ont mis en évidence plu-
sieurs des acteurs clés controlant la transcription
des genes ciliaires. Deux grandes familles de facteurs
de transcription émergent de ces études : la famille
FOXJ1 (Forkhead Box J1) et la famille RFX (Regu-
latory Factor X).

Les facteurs de transcription de type FOXJ1
et le programme de ciliogenése motile.

FOXJ1 appartient a la famille des facteurs de trans-
cription forkhead/winged-heliz. Des orthologues de
FOXJ1 ont été identifiés chez les vertébrés ainsi que
chez de nombreux invertébrés. Aucun orthologue de
FOXJ1 n’a été identifié chez les ecdysozoaires tels
que Caenorhabditis elegans et Drosophila melanogas-
ter (Mazet et al., 2003).

De nombreux arguments suggerent que FOXJ1 est
nécessaire a la biogenese des cils motiles. En effet chez
les mammiferes, Foxjl est exprimé dans de nombreux
tissus possédant des cils motiles (Hackett et al., 1995;
Lim et al., 1997; Blatt et al, 1999; Brody et al,
2000; Yu et al., 2008, Jain et al., 2010). Ainsi, I'ex-
pression de Foxjl dans les poumons est clairement
corrélée a la croissance des cils motiles (Blatt et al.,
1999) mais pas a celle des cils primaires (Jain et al.,
2010). Les souris invalidées pour Foxjl présentent
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des défauts d’asymétrie droite gauche et de 1’hy-
drocéphalie, deux phénotypes connus comme résultant
de défauts des cils motiles. Les souris Fozjl~/~
sont totalement dépourvues de cils motiles dans les
épithéliums multiciliés et les corps basaux, bien que
présents en nombre important, n’arrivent pas a s’an-
crer au niveau de la membrane apicale des cellules,
ce qui explique 'absence de cils (Chen et al., 1998;
Brody et al., 2000; Huang et al., 2003). En revanche,
aucun défaut ultrastructural des cils du nceud em-
bryonnaire n’a été identifié chez ces souris, suggérant
que seule leur motilité est affectée puisque des défauts
d’asymeétrie droite gauche sont observés dans les mu-
tants Foxjl~/~ (Brody et al., 2000). De méme, au-
cun défaut ultrastructural n’a été observé dans les cils
primaires olfactifs de ces souris (Brody et al., 2000).
FOXJ1 apparait donc comme un facteur de transcrip-
tion spécifique de la biogenese des cils motiles.

Des données récentes confirment cette conclusion
et démontrent que FOXJ1 est un régulateur majeur
du programme de ciliogenese motile chez le poisson
zebre et le xénope. D’une part, la réduction de 1'ex-
pression de foxjla ou b chez le poisson conduisent a
des défauts de ciliogenese motile dans les territoires ou
ils s’expriment respectivement (Yu et al., 2008, 2011).
D’autre part, 'expression ectopique de foxj! dans plu-
sieurs tissus chez le poisson zebre et dans 1’épiderme
du xénope est suffisante pour induire la croissance des
cils motiles (Stubbs et al., 2008; Yu et al., 2008).

Cependant, plusieurs arguments suggerent que des
facteurs additionnels a FOXJ1 sont nécessaires pour
compléter le programme de biogenese des cils motiles.
Par exemple, la surexpression de Foxjl n’est pas suf-
fisante pour induire la croissance des cils motiles dans
des cultures de cellules murines (You et al., 2004)
bien qu’elle conduise a une expression ectopique de
la tubuline -1V dans des cellules de bronchioles pen-
dant le développement des poumons (Tichelaar et al.,
1999). L’expression de niveaux élevés de foxrjl dans
des embryons de xénope n’est pas suffisante pour in-
duire la formation ectopique de cils dans toutes les
cellules (Stubbs et al., 2008). Parmi les facteurs ad-
ditionnels, il a été suggéré que le niveau de CP110,
une protéine centriolaire qui bloque le programme de
ciliogenese, soit important pour permettre a FOXJ1
d’induire la biogenese des cils motiles (Stubbs et al.,
2008). D’autres candidats incluant la famille des fac-
teurs de transcription RFX ont été proposés. En ef-
fet, RFX3 est nécessaire a la biogenese des cils mo-
tiles de cellules épendymaires in vitro (El Zein et al.,
2009). De plus RFX3 et FOXJ1 possedent des cibles
directes communes, suggérant que ces deux types
de facteurs de transcription coopérent pour gouver-
ner un programme de ciliogeneése motile spécifique
(Stubbs et al., 2008; Yu et al., 2008; El Zein et al.,
2009).

De nombreux genes cibles des protéines FOXJ1
ont été décrits. Chez la souris, Dnahcll (dynein
azonemal heavy chain 11) qui code une dynéine
axonémale essentielle a la motilité ciliaire, est le pre-
mier gene pour lequel une diminution de I’expression
a été décrite dans des poumons déficients pour Foxj1
(Chen et al., 1998). L'expression du gene de la cal-
pastatine est également diminuée dans ces poumons
(Gomperts et al, 2004) mais il reste & démontrer
que ces deux protéines sont des cibles directes de
FOXJ1. Récemment, de nombreux autres genes cibles
de FOXJ1 ont été identifiés chez le xénope, le poisson
zebre et la souris (Stubbs et al., 2008 ; Jacquet et al.,
2009) parmi lesquels beaucoup sont impliqués dans la
motilité ciliaire. A ’heure actuelle, 'expression d’en-
viron 100 genes est augmentée plus de 10 fois lorsque
foxjl est surexprimé dans I’épiderme du xénope et un
tiers d’entre eux sont présents dans les banques de
données des protéines ciliaires (Gherman et al., 2006 ;
Inglis et al., 2006; Arnaiz et al., 2009). Beaucoup
d’entre eux codent des protéines exclusivement re-
trouvées dans les structures axonémales motiles telles
que les sous-unités des dynéines axonémales [DNAH9
(dynein azonemal heavy chain 9), DNAHS et DNAIC1
(dynein azxonemal intermediate chain 1)), WDR16
(WD repeat domain 16) (Hirschner et al., 2007),
un composant de la paire centrale [SPAG6 (sperm-
associated antigen 6)] et de nombreuses protéines ap-
partenant aux ponts radiaires [RSHL2 (radial spoke-
head-like 2), RSHL3 et RSPHI1 (radial spoke head
1)]. Chez le poisson zebre, cing génes, tous impliqués
dans la ciliogenese, sont décrits comme régulés par
forjla (un des deux orthologues de Fozjl) : dnah9,
centrin2, tektinl, wdr78 et efhcl [EF-hand-domain-
(C-terminal)-containingl]. De plus des expériences de
ChIP (chromatin immunoprecipitation) chez le pois-
son zebre montrent que Foxjla se lie au promoteur des
genes dnah9 et wdr78 in vivo, indiquant que ces genes
sont des cibles directes de FOXJ1 (Yu et al., 2008).
L’analyse de puces réalisées sur des ARNs extraits de
la zone ventriculaire de cerveau de souris montre que
Iexpression d’environ 200 genes est diminuée 1,5 fois
dans les échantillons Fozj1~/~ (Jacquet et al., 2009).
Parmi ceux-ci, 55 sont connus pour avoir une fonc-
tion dans la zone ventriculaire du cerveau et presque
la moitié d’entre eux code des protéines ciliaires ou
des moteurs moléculaires associés au cytosquelette. De
maniere intéressante, 16 des cibles identifiées dans les
cellules épendymaires de cerveau de souris Foxjl —/~
sont également des cibles de Foxjl chez le xénope
telles que dnah9, spagb, efhcl et dnaicl. Seules trois
d’entre elles n’ont pour le moment pas été associées a
la ciliogenese.

L’ensemble de ces observations démontre que les
protéines FOXJ1 sont des actrices importantes de la
régulation des genes nécessaires a la fonction motile
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des cils chez les vertébrés. Il est intéressant de noter
qu’a I’heure actuelle aucun gene codant des protéines
impliquées dans le transport intraflagellaire n’a été
identifié comme cible de FOXJ1.

Comme mentionné précédemment, il n’existe au-
cun orthologue de FOXJ1 chez C. elegans ou chez
la drosophile. Or C. elegans est dépourvu de cils
motiles, ce qui confirme 1'idée d’une implication de
FOXJ1 dans la biogenese des cils motiles. Cependant,
chez la drosophile, les flagelles des spermatozoides
sont motiles et les cils des organes chordotonaux
possedent des bras de dynéines externes, qui sont des
caractéristiques des cils motiles (Lee et al., 2008). De
plus, plusieurs analyses fonctionnelles suggerent que
les cils des organes chordotonaux sont motiles, malgré
I’absence de paire centrale (Gopfert & Robert, 2003;
Gopfert et al., 2005; Lee et al., 2008). Ainsi la mo-
tilité ciliaire chez la drosophile n’est pas dépendante
de FOXJ1 et d’autres facteurs doivent intervenir pour
réguler la biogenese des cils motiles dans cet orga-
nisme. Les protéines RFX font partie des candidats
possibles pour assurer cette fonction (voir ci-dessous).
D’autres protéines de la famille forkhead peuvent
également avoir évolué pour jouer un tel role chez la
drosophile. Par exemple, il a été démontré que le fac-
teur de transcription Fd3F, qui est un autre membre
de la famille des facteurs de transcription de type
forkhead, est exprimé uniquement dans les neurones
chordotonaux. Il est sous le controle du facteur pro-
neuronal Atonal et est nécessaire a la spécialisation
fonctionnelle des cils de ces neurones (Cachero et al.,
2011; Newton et al., 2012).

Compte tenu du role de FOXJ1 dans le programme
de transcription qui conduit a la biogenese des cils mo-
tiles, plusieurs observations intrigantes découlent de
I’étude de ce gene. Ainsi, Foxjl est exprimé dans le
plancher du tube neural chez la souris. Ces cellules
possedent un monocil, plus long que celui des cellules
neurales adjacentes au plancher, mais qui n’a pas en-
core été démontré comme motile (Cruz et al., 2010). Si
FOXJ1 ne semble pas requis pour la croissance des cils
du plancher du tube neural, il est cependant nécessaire
pour moduler la réponse de ces cellules & SHH, ce qui
suggere, malgré tout, de possibles défauts de la fonc-
tion des cils du plancher en absence de FOXJ1. De
plus, Pexpression ectopique de FOXJ1 dans la partie
latérale du tube neural est suffisante pour induire la
croissance de cils longs qui ressemblent aux cils du
plancher du tube neural. Ces observations suggerent
que les cils du plancher du tube neural pourraient s’ap-
parenter aux cils du noeud embryonnaire.

D’autre part, la fonction de FOXJ1 ne semble pas
restreinte a la ciliogenese car, chez la souris, FOXJ1
semble également jouer un role dans les cellules
dépourvues de cils (lymphocytes circulants) ou de cils

motiles (astrocytes) (Lin et al., 2004, 2005; Jacquet
et al., 2009). Ces observations soulevent donc la ques-
tion des mécanismes qui gouvernent la spécificité des
genes cibles de FOXJ1 dans ces différents systémes.
L’action combinée de plusieurs facteurs de trans-
cription pourrait expliquer la spécificité d’action de
FOXJ1 comme cela a été suggéré pour FOXJ1 et
PITX2 dans la morphogénese orofaciale de la souris
(Venugopalan et al., 2008).

La famille des facteurs de transcription RFX

La deuxiéme classe de facteurs de transcription iden-
tifiés comme acteurs clés de la ciliogenese au sein de
nombreuses especes comprend la famille des protéines
RFX. Elles ont d’abord été découvertes grace a leur
capacité a lier un motif appelé boite-X, présent dans
le promoteur des genes du Complexe Majeur d’His-
tocompatibilité (CMH) de classe II (Reith et al.,
1990). Ces protéines possedent un domaine de liai-
son & ’ADN tres conservé appartenant a la famille
des facteurs de transcription winged-heliz (Gajiwala
et al., 2000). Sept membres de la famille ont été
identifiés chez les mammiferes et un seul chez la le-
vure et C. elegans (Emery et al., 1996a; Aftab et al.,
2008) (figure 1A). Deux sous-groupes peuvent étre dis-
tingués sur la base de leurs caractéristiques structu-
rales : le premier groupe inclut la protéine SAK1 chez
la levure, DAF-19 (abnormal dauer formation 19)
chez C. elegans, RFX chez la drosophile et RFX1-4 et
RFX6 chez les vertébrés. Le second groupe est com-
posé du deuxieme gene Rfr de drosophile (CG9727)
ainsi que de RFX5 et RFXT7 chez les vertébrés. Tous
les membres du premier groupe possedent un do-
maine de dimérisation permettant I’lhomodimérisation
et/ou I'hétérodimérisation, ce qui n’est pas le cas
pour les membres du second groupe (figure 1B). Ces
derniers different également par leur spécificité de
liaison a ’ADN. En effet, RFX5 assure uniquement
la régulation des genes du CMH de classe II chez
I'Homme et la souris (Steimle et al., 1995; Clausen
et al., 1998) et sa liaison dans les promoteurs de ces
genes nécessite des facteurs additionnels. De plus, la
boite-X reconnue par RFX5 est différente de celle re-
connue par RFX1-3 (Steimle et al., 1995 ; Emery et al.,
1996a, 1996b; Durand et al., 1997; Masternak et al.,
1998).

L’implication dans la ciliogeneése du premier sous-
groupe de protéines RFX a été mise en évidence
chez C. elegans (Swoboda et al., 2000). daf-19, le
seul gene Rfr du nématode, est nécessaire a l'as-
semblage des cils sensoriels et les premieres cibles
directes de daf-19, toutes impliquées dans la cilio-
genese, ont pu étre identifiées. Ce travail a ouvert la
voie a de nombreuses études, basées sur la recherche
d’une boite-X dans le promoteur des genes. Elles ont
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Fig. 1. Phylogénie et structure des facteurs de transcription RFX. (A) Arbre phylogénétique de la famille des facteurs de
transcription RFX. Deux sous-groupes peuvent étres distingués. Le premier regroupe 'unique géne Rfx, chez C. elegans
et chez la levure, un géne Rfr chez la drosophile et 5 génes Rfr (Rfrl-Rfr4, Rfr6) chez les vertébrés. Le second est
composé du deuxieme gene chez la drosophile (CG9227) et de deux genes chez les vertébrés. (B) Structure des différentes
protéines RFX depuis la levure jusqu’aux mammiferes. Le motif X-BOX a été caractérisé chez les mammiferes pour
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conduit a l'identification de nouveaux genes ciliaires
dans plusieurs especes (Haycraft et al., 2001, 2003;
Schafer et al., 2003 ; Avidor-Reiss et al., 2004 ; Li et al.,
2004 ; Blacque et al., 2005; Winkelbauer et al., 2005;
Chen et al., 2006; Laurengon et al., 2007). De plus,
la comparaison du transcriptome entre nématodes
déficients pour daf19 et nématodes témoins a permis
la génération d’une liste de protéines potentiellement
ciliaires (Blacque et al., 2005 ; Efimenko et al., 2005;
Chen et al., 2006).

Plusieurs membres du premier sous-groupe
possedent également une fonction conservée pour
la ciliogenese chez d’autres métazoaires. Chez la
drosophile par exemple, Rfr est indispensable a la
formation du cil des neurones sensoriels (Dubruille
et al., 2002). Chez la souris, Rfr3 est nécessaire
a la croissance des cils primaires dans le nceud
embryonnaire et dans le pancréas endocrine (Bonnafe
et al., 2004; Ait-Lounis et al, 2007) ainsi qu’au
déroulement correct du programme de ciliogenese
motile (El Zein et al., 2009). Toujours chez la sou-
ris, Rfr4 est exprimé dynamiquement pendant le
développement du cerveau et gouverne la croissance
du cil primaire dans les territoires du cerveau o il est
présent (Ashique et al., 2009). Chez le poisson zebre,
rfr2 est impliqué dans le programme de ciliogenese
motile (Liu et al., 2007; Bisgrove et al., 2011). Rfz2
est également requis pour la croissance des cils
primaires chez le xénope (Chung et al., 2011). Chez la
souris et contrairement a ce qui a été observé chez les
invertébrés, 'absence d’une protéine RFX ne conduit
pas a la perte totale des cils dans les tissus examinés.
Ceci peut s’expliquer par une fonction redondante
des protéines RFX. Cette hypothese est renforcée
par le fait qu’aucune différence dans la spécificité de
liaison n’a encore été décrite entre RFX1, RFX2 et
RFX3. De plus, les données obtenues chez la souris
montrent par exemple que RFX3 et RFX4 pourraient
jouer un role synergique dans le cerveau ou ils sont
tous deux requis pour le développement de l’organe
sous-commissural, une structure essentielle pour
I’homéostasie du liquide céphalorachidien (Blackshear
et al., 2003; Baas et al., 2006). Il en serait de méme
pour RFX3 et RFX6, pour qui les mutants murins
présentent des défauts développementaux similaires
dans le pancréas (Ait-Lounis et al., 2007; Smith
et al., 2010).

Les genes cibles de RFX ont majoritairement été
identifiés chez C. elegans et chez la drosophile (fi-
gure 2). De maniere intéressante, chez la drosophile
et le nématode, RFX controle I'expression de toutes
les protéines associées au complexe B de I'IFT ainsi
que toutes les protéines du BBS (Bardet-Biedl Syn-
drome) qui coordonnent le transport de I'IFT. Les
protéines RFX régulent également la protéine mo-
trice Dync2lil (dynein cytoplasmic light intermediate

chain 1) associée au transport rétrograde de I'IFT
ainsi qu’une protéine impliquée dans la régulation
de la glutamylation de la tubuline chez C. elegans
(DYF-1) et le poisson zebre (fleer). Ce processus est
connu pour jouer un role important dans l'intégrité
axonémale et dans le transport de 'IFT (Ou et al,
2005; Redeker et al, 2005; Pathak et al., 2007).
Concernant les composants des complexes A, TFT122
(daf-10) est sous le controle de DAF-19 chez C. ele-
gans (Efimenko et al., 2005). En revanche, chez la
drosophile, ’expression des composants du complexe
A de I'IFT ou des moteurs moléculaires qui y sont
associés n’est pas modifiée en contexte mutant pour
Rfr (Laurengon et al., 2007). Cependant, plusieurs
des geénes codant des composants du complexe A ont
dans leur promoteur un motif de type boite-X qui est
conservé entre la drosophile, le nématode et les mam-
miferes (Blacque et al., 2005; Piasecki et al., 2010).
Ceci suggere que si les protéines RFX peuvent se lier
aux promoteurs des genes codant les composants du
complexe TFTA elles ne sont pas indispensables chez
la drosophile pour ’expression de ces genes.

De fagon générale, les protéines RFX assurent
le controle du transport de I'IFT en régulant les
membres du complexe B, les BBS et les moteurs
rétrogrades. Elles interviennent également dans le
controle de l'expression des protéines associées au
corps basal et a la zone de transition tels que les
genes a domaine B9 impliqués dans le syndrome hu-
main de Meckel Gruber (Bialas et al., 2009). Chez
C. elegans, DAF-19 régule NPHP-1 (nephronophthi-
sis 1) et NPHP-4, des protéines associées a la zone
de transition (Winkelbauer et al., 2005) et dont les
orthologues sont impliquées dans les néphronophtises
chez 'Homme, une autre ciliopathie. DAF-19 régule
également DYF-17, une protéine localisée a la zone
de transition et nécessaire a ’assemblage du cil ainsi
que DYF-18 qui influence le devenir des protéines de
I'TFT (Phirke et al., 2011). La figure 2 résume les genes
cibles de RFX ayant été confirmés chez la souris, la
drosophile ou C. elegans.

Les facteurs de transcription RFX sont donc des
régulateurs d’'un groupe particulier de protéines ci-
liaires impliquées dans le transport intraflagellaire,
processus primordial & I'assemblage et au fonctionne-
ment des cils. Les protéines RFX régulent également
un ensemble spécifique de protéines impliquées dans
Pancrage du corps basal au cytosquelette (rootletine)
(Yang et al., 2002, Bahe et al., 2005 ; Yang et al., 2006)
ou & la membrane apicale (protéines de la zone de
transition) (Czarnecki & Shah, 2012). Aucune de ces
protéines ne semblent étre régulée par FOXJ1. En re-
vanche, une autre classe de genes incluant Dnah9 est
a la fois régulée par RFX et FOXJ1.

Comme mentionné précédemment, toutes les prot-
éines RFX ne sont pas impliquées dans la ciliogenese.
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Fig. 2. Les cibles de RFX connues pour leur implication dans la ciliogenése. Schéma simplifié d’un cil primaire et de son
corps basal. Le corps basal est dérivé du centriole pere et possede des structures spécialisées telles que le pied basal. Le
corps basal est ancré a la membrane plasmique via les fibres de transition. La région située entre l’axonéme et le corps
basal s’appelle la zone de transition (Marshall, 2008 ; Seeley & Nachury, 2010). La motilité des cils est assurée par des
bras de dynéines dites axonémales. Chez la drosophile et C. elegans, les protéines RFX controlent tous les genes codant
les composants du complexe B de 'IFT et les orthologues des protéines BBS (Bardet-Biedl Syndrome). Elles controlent
également la dynéine, moteur rétrograde, ainsi que les genes impliqués dans le controle de la polyglutamylation de la
tubuline nécessaire au transport de 'IFT chez le poisson zebre et C. elegans. Finalement, les protéines RFX régulent
de nombreux genes codant des protéines de la zone de transition nécessaires a I’ancrage du corps basal a la membrane
plasmique. Les protéines REFX controlent également l'expression des genes codant des protéines composant certains
canaux localisés dans la membrane du cil et plusieurs protéines impliquées dans la fonction des cils selon un mécanisme
encore inconnu. Par exemple, la famille de protéines Tubby est requise pour la fonction ciliaire mais leur mode d’action
reste a définir. En gras, les génes pour lesquels il a été montré qu’ils sont régulés par les REX. En grisé, leurs orthologues
dans d’autres especes, mais dont la régulation par RFX n’est pas formellement démontrée.

C’est le cas de RFX5 qui régule les genes du com-
plexe majeur d’histocompatibilité de classe II et de
RFX6 qui est impliqué dans le développement du
pancréas (Huang et al., 1998). D’autre part, tous
les geénes identifiés comme cible de RFX sur la base
de la présence d’'une boite-X, ne sont pas tous im-
pliqués dans la ciliogenese. Ainsi, les défauts ob-
servés chez les souris déficientes pour Rfr3 et Rfx6
peuvent résulter d’'une combinaison de défauts ci-
liaires et non ciliaires. Enfin, il existe chez C. elegans

différentes isoformes de DAF-19 (Senti & Swoboda,
2008). Parmi ces isoformes, une seule est nécessaire
a la genese de tous les cils sensoriels du nématode,
les autres sont requises pour la stabilité synaptique
des neurones sensoriels non ciliés ou dans le controle
de la spécialisation des cils sensoriels (Wang et al.,
2010). Les isoformes non spécifiques de la ciliogenese
ne peuvent sauver le phénotype des mutants de la
forme ciliogénique, ce qui suggere qu’il existe des cibles
spécifiques en fonction des isoformes et ce, bien qu’ils
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partagent le méme domaine de liaison a ’ADN. Chez
les mammiferes, il est donc tout a fait envisageable que
des isoformes spécifiques des protéines RFX jouent des
roles différents comme c’est le cas chez C. elegans.

Relations fonctionnelles entre les facteurs
de transcription RFX et FOXJ1

Il a été montré chez la souris que RFX régule des genes
codant des dynéines axonémales, tels que DnahJ,
qui est également une cible de FOXJ1. Ainsi, chez
la souris, les protéines RFX et FOXJ1 semblent
coopérer pour controler l'expression des genes re-
quis pour la motilité des cils. Outre le partage com-
mun de genes cibles, plusieurs observations suggerent
également qu’il existe une régulation croisée entre
les facteurs de transcription RFX et FOXJ1 chez les
vertébrés. RFX3 module l'expression de Fozjl dans
des cultures de cellules épendymaires (El Zein et al.,
2009). Inversement, chez le poisson zebre, rfz2 est en
partie régulé par Foxjl, 'opposé n’étant pas constaté
(Yu et al., 2008). Au niveau du noeud embryonnaire
des souris, FOXJ1 est en amont de RFX3 et est re-
quis pour expression de Rfr3 (Alten et al., 2012).
Cependant, FOXJ1 ne semble pas réguler ’expression
de Rfr3 dans le plancher du tube neural chez la sou-
ris (Cruz et al., 2010). Ces observations suggerent des
relations complexes entre les facteurs RFX et FOXJ1,
qui varient d'un tissu et d’un organisme a 'autre et
qui doivent encore étre précisées.

Les autres acteurs

En plus des facteurs de transcription REX et FOXJ1,
plusieurs autres acteurs ont été identifiés dans le
controle des genes impliqués dans 1’assemblage ou
le fonctionnement des cils. Dans cette section, seuls
ceux pour lesquels un role direct dans le controle
de D'expression des genes ciliaires a été décrit seront
présentés.

Le facteur de transcription HNF13 (hepatocyte
nuclear factor 18) qui joue un role majeur dans
I’homéostasie du foie, du pancréas et du rein est I'un
d’entre eux. En effet, de maniere intéressante, les sou-
ris déficientes pour Hnf13 développent de graves poly-
kystoses rénales qui sont des caractéristiques associées
a de nombreuses ciliopathies chez 'Homme (Gresh
et al., 2004). Des approches par ChIP ont permis
d’identifier de nombreuses cibles directes de HNF14
impliquées dans la ciliogenese telles que Pkhdl (poly-
cystic kidney and hepatic disease 1), Pkd2 (polycystic
kidney disease 2), Ift88 et la collectrine, suggérant
ainsi un role ciliogénique pour HNF14 dans le rein
(Gresh et al., 2004 ; Hiesberger et al., 2005). Aucune
donnée ne permet de dire si HNF143 est impliqué dans

la ciliogenese d’autres tissus, bien que des résultats
obtenus chez les souris déficientes pour Hnf6 révelent
que HNF13 est un régulateur potentiel des genes ci-
liaires du pancréas. En effet, dans les souris Hnf6—/—,
lexpression de HnfI( est altérée, celle de Pkhdl est
absente et les souris développent des kystes rénaux et
pancréatiques (Pierreux et al., 2006). Ainsi, HNF13
est important pour le programme génétique qui régule
I’assemblage et la fonction des cils dans les tubules
rénaux et probablement dans le pancréas.

La présence d'un tel programme cellulaire
spécifique et nécessaire a la construction d’un sous-
type de cils est particulierement bien illustrée chez
C. elegans. Dans cet organisme, les neurones olfactifs
AWB (Amphid Wing B) possedent un cil qui est com-
posé de deux branches de tailles différentes. Dans ces
neurones, FKH2, un autre membre de la famille des
facteurs de transcription forkhead, est spécifiquement
requis pour la morphogenese de ce type particulier
de cils sensoriels (Mukhopadhyay et al., 2007) et il
régule le transport de 'IF'T en controlant le niveau
d’expression de KAP-1 (kinesin associated protein)
spécifiquement dans ces neurones. Ainsi, alors que
DAF-19 gouverne la formation des cils dans toutes
les cellules ciliées, FKH2 est uniquement nécessaire a
la spécification d’un sous-type de cils particuliers chez
C. elegans.

Plus récemment, il a été démontré chez la dro-
sophile que le facteur pro-neuronal Atonal, qui est
spécifique d'un lignage de cellules sensorielles ciliées
que sont les organes chordotonaux, est capable d’acti-
ver directement des genes impliqués dans I'assemblage
des cils comme le gene dilatory (Cachero et al., 2011).
Dans ces neurones, la protéine Dilatory est localisée au
corps basal et les mutants pour le géene dila présentent
des défauts d’assemblage de 'axoneéme (Ma & Jarman,
2011). D’autre part, Atonal est également capable
d’activer des facteurs de transcription spécifiques
d’un sous-type de neurones ciliés comme le facteur
Fd3F, celui-ci agissant de concert avec RFX, pour
la spécialisation fonctionnelle des cils chordotonaux
chez la drosophile (Newton et al., 2012). De plus il
a été démontré chez le poisson zébre que Atohlb est
nécessaire au programme de différenciation des kino-
cils régulés par Foxjlb (Yu et al., 2011). Ainsi, Atonal,
initialement connu pour son role dans la détermination
des précurseurs des sous-types neuronaux, apparait
comme un nouveau candidat a la spécification d’'un
sous-type de cils.

Par ailleurs, des analyses de ChIP réalisées sur des
cellules épithéliales bronchiques humaines ont permis
de révéler que le facteur de transcription S-SOX5 se lie
directement sur le promoteur du gene SPAGG (sperm-
associated antigen 6) qui code une protéine de la paire
centrale de l'axoneme. De plus, il a été démontré
que la régulation de ce gene se fait en association
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avec FOXJ1 qui exerce un roéle dominant vis-a-vis de
S-SOX5 (Kiselak et al., 2010).

Ainsi, de nouveaux facteurs de transcription im-
pliqués dans la spécification d’'un sous-type ciliaire
particulier commencent & étre décrits et il ne fait au-
cun doute que d’autres facteurs restent a découvrir.

Controle développemental des régulateurs

Tous les facteurs de transcription décrits jusqu’a
présent sont exprimés de maniere dynamique et dans
des tissus spécifiques impliquant des mécanismes com-
plexes de régulations. Quelques-uns de ces régulateurs
ont été identifiés. On distingue notamment le géne ho-
meobox Noto qui est exprimé dans le nceud embryon-
naire de souris et qui controle la ciliogenese. Dans les
souris déficientes pour Noto, 'expression de Fozjl et
de Rfzx3 est perdue dans le nceud embryonnaire, ce qui
suggere que NOTO agit en amont de ces deux genes
(Beckers et al., 2007). La réexpression de Fozjl dans
un mutant Noto suffit a rétablir 'expression de Rfr3
au niveau du noeud embryonnaire (Alten et al., 2012).
Dans les poissons médaka, I'expression du gene floa-
ting head, orthologue de Noto, est dépendante de la
protéine Oleed (EED chez la souris) et les défauts des
morphants Oleed peuvent étre supprimés par I’expres-
sion de floating head (Arai et al., 2009). Ces données
suggerent qu’il existe une cascade de régulation Oleed
— Noto — Foxjl—Rfx3. Tous ces acteurs étant eux-
mémes régulés par les voies de signalisation qui inter-
viennent au cours du développement.

C’est le cas de la voie SHH, qui régule 'expres-
sion de foxjla dans le tube neural ventral du poisson
zebre mais pas dans les tubules rénaux ou dans la
vésicule de Kupffer (KV) (Yu et al., 2008). De plus,
deux études réalisées chez le poisson zebre ont permis
de mettre en évidence I'importance de la signalisa-
tion FGF (fibroblast growth factor) dans la cascade de
ciliogenese au cours du développement. La premiere
a permis d’identifier des genes dont ’expression est
augmentée en réponse a la signalisation FGF. Parmi
ces genes, ier2 (immediate early response 2) code une
protéine nucléaire et joue un role important dans la
croissance des cils motiles de la KV. Les analyses fonc-
tionnelles réalisées sur cette protéine ou sur son in-
teracteur Fibpl (FGF-interacting binding protein 1)
révelent un role dans la mise en place de I'asymétrie
droite gauche et dans la croissance des cils de la KV
(Hong & Dawid, 2009). La seconde étude a permis de
démontrer qu'une altération de la signalisation médiée
par Fgf8/Fgf24-Fgfrl (FGF receptor 1) chez le pois-
son zebre conduit a la diminution de la taille des cils
dans la KV. De plus, 'expression des deux facteurs
de transcription Foxjla et Rfx2 est diminuée dans les
morphants Fgfrl, ce qui suggere un controle de la

ciliogenese, via Foxjl et Rfx2 par FGF au cours du
développement (Neugebauer et al., 2009).

De maniere intéressante, la voie Notch est connue
de longue date pour jouer un réle dans les mécanismes
d’inhibition latérale au cours du développement.
Dans ce sens, elle joue un role important pour la
spécification des cellules multiciliées dans 1’épiderme
du xénope ou dans les voies respiratoires humaines
(Deblandre et al., 1999 ; Tsao et al., 2009). Par suite de
la répression de la voie Notch, les cellules épithéliales
acquierent une destinée multiciliée dans ces deux tis-
sus. Il a été montré récemment que la voie Notch
réprime ’expression d’une protéine, la multiciline, re-
quise pour que les cellules développent des cils mo-
tiles (Stubbs et al., 2012). La multiciline est une petite
protéine nucléaire, a domaine de type coiled-coil, qui
controle la sortie du cycle cellulaire et 'amplification
des corps basaux. Elle régule 'expression de Foxjl et
de plusieurs protéines ciliaires. Ainsi, la répression de
la voie Notch dans certaines cellules épithéliales per-
met I’expression de la multiciline et par conséquent le
programme de ciliogenese (figure 3). Récemment, il a
été démontré que les micros ARNs jouent un role im-
portant dans la régulation de la voie Notch au cours
du développement des épithéliums multiciliés. Parmi
eux, la famille des microARNs miR-449 inhibent di-
rectement la voie Notch en se liant aux ARNs des
genes Notch et/ou de DIl et contribuent ainsi & la
différenciation terminale des cellules multiciliées de
I’épithélium respiratoire humain et de 1’épiderme de
xénope (Marcet et al., 2011).

La figure 3 rassemble les différents acteurs im-
pliqués dans le controle de l’expression des genes
nécessaire a I'assemblage ou a la fonction ciliaire.

Conclusion

Chez les métazoaires, 'expression des genes ciliaires
est donc régulée par quelques facteurs de transcription
clés qui agissent en synergie et possedent des fonctions
complémentaires dans la spécification des différents
types ciliaires. Il apparait que les facteurs de transcrip-
tion REX et FOXJ1 régulent ainsi des genes impliqués
dans des fonctions spécifiques de la biogenese et de
la physiologie des cils en régulant différents groupes
de protéines : FOXJ1 régule essentiellement les genes
impliqués dans la motilité ciliaire et dans le transport
apical des corps basaux, alors que les protéines RFX
régulent les génes codant des protéines de I'TFT et
celles requises pour I'ancrage du corps basal. FOXJ1
et RFX partagent cependant quelques cibles com-
munes impliquées dans la motilité ciliaire. Cepen-
dant, de nombreux aspects concernant les interactions
fonctionnelles entre ces deux facteurs de transcription
restent a comprendre, de méme que les mécanismes
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Fig. 3. Synthese des différents acteurs impliqués dans la régulation des génes codant des protéines nécessaires a l’assem-
blage ou a la fonction des cils. FOXJ1 est principalement impliqué dans I’assemblage des cils motiles chez les vertébrés.
RFX est nécessaire a ’assemblage des cils aussi bien primaires que motiles. D’autres facteurs de transcription jouent un
role dans la spécification d’un sous-type ciliaire : HNF13 régule I'expression des genes ciliaires dans le rein et probable-
ment dans le pancréas de souris. HNF6 régule I'expression de Hnf13 dans le pancréas de souris. RFX (DAF-19) chez
C. elegans régule expression de Fkh2 qui lui méme régule I’assemblage d’un sous-type de cils primaires chez le nématode.
De méme, Atonal chez la drosophile régule directement des geénes ciliaires, mais aussi Rfzr ainsi que probablement le géne
codant le facteur de transcription Fd3F spécifique des organes chordotonaux de la drosophile. Atonal joue aussi un role
spécifique via Foxjl dans la genese des kinocils de la vésicule otique du poisson zebre. S-SOX5 régule directement SPAG6,
protéine axonémale de la paire centrale dans des cellules bronchiques humaines. Les facteurs Foxjl et RFX interagissent
fonctionnellement : Foxjl régule rfz2 chez le poisson zebre, a l'inverse RFX3 module I'expression de Fozjl dans les
cellules épendymaires de souris. L’expression de Fozjl et Rfr3 est contrdolée par le facteur de transcription NOTO dans
le nceud embryonnaire chez la souris. La signalisation FGF régule I'expression de foxjl et rfx2 chez le poisson zebre. La
signalisation SHH régule l'expression de foxjla dans le tube neural du poisson zébre. Le microARN miR~449 inhibe la
voie Notch qui elle-méme agit sur I’expression de la multiciline et contribue ainsi au programme de ciliogenése motile

chez le xénope et ’'Homme.

gouvernant la spécificité des cibles. En revanche,
I'identification des geénes cibles de ces protéines dans
différents systemes cellulaires s’est avérée tres infor-
mative pour la découverte des nouveaux composants
ciliaires. D’autre part, les études récentes ont permis
de révéler plusieurs des acteurs situés en amont de ces
facteurs de transcription comme la protéine NOTO
dans le noeud embryonnaire de souris ou la voie mi-
croARNs miR-449 => Notch => multiciline pour
la spécification des cellules multiciliées. Sur le plan
évolutif, il est intéressant de noter que les protéines
RFX, bien que présentes de la levure aux mammiferes,
n’ont été “ recrutées 7 pour la régulation des genes ci-
liaires que chez les métazoaires (Piasecki et al., 2010).
Il serait donc intéressant de déterminer quels sont les
autres facteurs qui jouent ce role chez ces animaux et
de comprendre comment les protéines FOXJ1 ont été

recrutées au cours de I’évolution pour la régulation de
la biogenese des cils motiles.

De nombreuses données suggerent qu’il existe des
mécanismes post-transcriptionnels pour controéler les
niveaux d’expression des genes ciliaires dans de nom-
breuses conditions expérimentales et physiologiques.
C’est le cas chez Chlamydomonas ou chez I'oursin, ou
les mécanismes post- transcriptionnels sont impliqués
dans la régulation des genes de la tubuline apres des
expériences de déciliation (Baker et al., 1986). Chez
les mammiferes, des observations récentes démontrent
Iimplication des microARNs dans le contréle de 1'ex-
pression des genes ciliaires, d'une part indirectement
comme on ’a vu en réprimant directement la voie
Notch inhibitrice de la croissance de cils multiples
et d’autre part, en agissant directement sur quelques
genes ciliaires. Ainsi le gene Odf2 (outer dense fiber
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of sperm tails 2), qui code un composant du corps ba-
sal, nécessaire a l'assemblage des cils, est une cible di-
recte du microARN miR-96. Dans les cellules ciliées de
Poreille interne, des mutations du gene codant le mi-
croARN miR-96 induisent la perte progressive de 1’au-
dition chez 'Homme et la souris (Lewis et al., 2009;
Mencia et al., 2009 ; Sacheli et al., 2009), ce qui pour-
rait refléter une fonction ciliogénique du microARN
miR-96 dans ces cellules.

L’ensemble de ces données met en avant I’existence
d’une régulation extrémement fine de ’expression des
geénes ciliaires par un réseau complexe de différents
facteurs et démontre que la régulation des genes ci-
liaires est donc une étape clé pour comprendre le
développement animal.
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